T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERi ENSTITUSU

HEPG2, CACO-2 VE HT-29 KANSER HUCRELERINDE
2D JEL ELEKTROFOREZ VE MALDI-TOF/TOF-MS iLE
ANKAFERD HEMOSTAT’ IN IN-VITRO ANTINEOPLASTIK ETKISINIiN
PROTEOMIK AGIDAN ARASTIRILMASI

Ecz. Merve NENNi

Analitik Kimya Programi

DOKTORA TEZi

ANKARA
2019






T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERi ENSTITUSU

HEPG2, CACO-2 VE HT-29 KANSER HUCRELERINDE 2D JEL
ELEKTROFOREZ VE MALDI-TOF/TOF-MS iLE
ANKAFERD HEMOSTAT’ IN iN-VITRO ANTINEOPLASTIK ETKiSININ
PROTEOMIiK AGIDAN ARASTIRILMASI

Ecz. Merve NENNI

Analitik Kimya Programi

DOKTORA TEZi

DANISMANI

Prof. Dr. incilay SUSLU

ANKARA
2019



ONAY SAYFASI

HEPG2, CACO-2 VE HT-29 KANSER HUCRELERINDE 2D JEL ELEKTROFOREZ VE
MALDI-TOF/TOF-MS iLE ANKAFERD HEMOSTAT’IN iN-VITRO ANTINEOPLASTIK
ETKiSININ PROTEOMIK ACIDAN ARASTIRILMASI
Ecz. Merve Nenni

Danigman: Prof. Dr. incilay Susli

Bu tez calismasi 07.01.2019 tarihinde jirimiz tarafindan “Analitik Kimya Programi” nda

doktora tezi olarak kabul edilmistir.

/\
Juiri Bagkan: Prof. Dr. [brahim Celalettin Haznedarogl\uw
(Hacettepe Universitesi)

Uye: Prof. Dr. Sacide Altin6z

(Hacettepe Universitesi)

Uye: Prof. Dr. Nursabah Elif Basci \ ‘34

(Hacettepe Universitesi)

i
Uye: Dog. Dr. Giirler Akpinar W

(Kocaeli Universitesi)

Uye: Dog. Dr. ismail Murat Palabiyik

(Ankara Universitesi)

Bu tez, Hacettepe Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Yonetmeliginin

ilgili maddeleri uyarinca yukaridaki jiiri tarafindan uygun bulunmustur.

29 Ocak 2019

*
Prof. Dr. Diclehan ORHAN

Enstitii Mudura



YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI
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OzZET

Nenni, M. HepG2, Caco-2 ve HT-29 Kanser Hiicrelerinde 2D Jel Elektroforez ve
MALDI-TOF/TOF-MS) ile Ankaferd Hemostat’ in in-Vitro Antineoplastik Etkisinin
Proteomik Agidan Arastirilmasi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Analitik Kimya Programi Doktora Tezi, Ankara, 2019. Yasam bilimlerinde ¢igir acan
kesiflerden biri insan genom projesinin tamamlanmasiyla gercgeklestirilmistir. Ancak
tim genom haritasinin olusturulmasi, bilim adamlari icin zorlu bir gorevi de
beraberinde getirmistir. Bu gbrev insan proteomunun karakterizasyonudur.
Proteomik arastirmalar, molekiiler seviyede degisim gosteren proteomlarin analizinin
yapildigi calismalardir. Onkoproteomik, kanser hiicresindeki protein etkilesimlerini
iceren proteomik teknolojilerin kullanildigi proteomiklerin bir koludur. Kanser
patogenezinin daha iyi anlasiimasini saglamak, tani igin yeni timor biyobelirtegleri
gelistirmek ve orneklerin proteom profili kullanilarak erken tespit ve teshisi saglamak
icin onkoproteomik ¢alismalar yapilmaktadir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda, Caco-2 ve
HT-29 kolon kanseri ve HepG2 karaciger kanseri hiicre hatlari, Ankaferd Hemostat
(ABS; Ankaferd Blood Stopper®) ile farkh sirelerde muamele edilmistir. ABS ile
muamele edilen hicreler (islenmis, T grubu) ve muamele edilmeyen hicreler
(kontrol, C grubu) uzerinde Kkarsilastirmali proteomik calismalar yapilmistir.
Proteomik calismalarda, 2 boyutlu jel elektroforezle ayrilan C ve T gruplarina ait
proteinler icin imaj analizi ¢calismalari yapilmistir. C ve T gruplar karsilastirildiginda,
nicel anlamda en az 2 kat farklilasan proteinler, MALDI-TOF/TOF-MS ile analiz edilmis
ve peptid dizileme ¢alismalariyla tanimlanmistir. Tanimlanan proteinler Uniprot ve
SwissProt gibi veri tabanlarinda taranip yapilari, fonksiyonlari, gen adlari ve protein-
protein etkilesimleri belirlenmistir. String veri tabani araciligiyla da ABS’ nin, kanser
hiicrelerinde etkiledigi biyolojik stirecler ve yolaklar tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Proteomik, Kolon kanseri, Karaciger kanseri, iki boyutlu (2D) jel
elektroforez, MALDI-TOF/TOF-MS, Protein  etkilesimleri,
Ankaferd Hemostat.

Bu tez calismasi 1145500 no’ lu TUBITAK projesi ve 17656 no’lu Hacettepe BAB Projesi

tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Nenni, M. Proteomic Investigation of In-Vitro Antineoplastic Effect of Ankaferd
Hemostat with 2D Gel Electrophoresis and MALDI-TOF/TOF-MS in HepG2, Caco-2
and HT-29 Cancer Cells, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences
Analytical Chemistry Program PhD Thesis, Ankara, 2019. One of the breakthroughs
in life sciences has been accomplished through the completion of the human genome
project. However, the compose of the entire genome map has also brought a tough
task for scientists. This task is the characterization of human proteome. Proteomic
investigations are studies of the analysis of proteomes that change at the molecular
level. Oncoproteomic is a branch of proteomics where proteomic technologies
involving protein interactions in cancer cells are used. Oncoproteomic studies are
being conducted to provide better understanding of cancer pathogenesis, to develop
new tumor biomarkers for diagnosis and to provide early detection and diagnosis of
samples using proteomic profiles. Within the scope of this thesis, Caco-2 and HT-29
colon cancer and HepG2 liver cancer cell lines were treated at different times by
Ankaferd Hemostat (ABS; Ankaferd Blood Stopper®). Comparative proteomic studies
were performed on cells treated with ABS (treated, T group) and untreated cells
(control, C group). In proteomic studies, image analysis studies were performed for
proteins belonging to groups C and T separated by two dimensional gel
electrophoresis. Proteins that differed quantitatively by at least 2-fold when
compared to groups C and T were analyzed by MALDI-TOF/TOF-MS and identified by
peptide sequencing studies. Identified proteins were scanned in databases such as
Uniprot and SwissProt, its functions, gene names, protein-protein interactions.
Through the database of String, the biological processes and pathways that the ABS
has affected in cancer cells have been identified.

Key words: Proteomics, Colon cancer, Liver cancer, Two dimensional (2D) gel
electrophoresis, MALDI-TOF/TOF-MS, Protein interactions, Ankaferd
Hemostat.

This thesis was supported by TUBITAK Project No. 114S500 and Hacettepe University

BAB Project No. 17656.
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2D 2 boyutlu

ABS Ankaferd Hemostat (Ankaferd Blood Stopper®)
CE Kapiler elektroforez

CID Dusuk enerjili carpisma kaynakli ayrisma
DNA Deoksiribonikleik asit

DTT DL-Ditiyotreitol

EPCR Endotelyal protein C reseptori

ESI Elektrosprey iyonizasyon

fmol Femtomol
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IPG immobilize pH gradyan
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MALDI Matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon

Matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon, ugus

MALDI-TOF/TOF-MS . L
zamanl kitle spektrometrisi

mRNA Mesajci ribontikleik asit

MS Kitle spektrometrisi

MS/MS Tandem kiitle spektrometrisi

NP Normal faz kromatografisi

oS Organism Name, organizma adi
PE Protein Existence, protein varhgi
pl izoelektrik nokta

PAI-1 Plazminojen aktivator inhibitori- 1
PMF Peptid dizileme yontemi

pmol Pikomol

PTM Translasyon sonrasi modifikasyon
RP Ters faz kromatografi

RPLC Ters faz sivi kromatografisi
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SDS Sodyum dodesil siilfat

SDS - PAGE Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi
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sSSP Secilmis spot pozisyonu

' Sequence Version, dizi strimi

TCA Triklorasetik asit
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WAX Zayif anyon degisimi
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Proteomik stratejileri : Asagidan yukariya, ortadan asagiya ve yukaridan

asagiya.
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Bir MS’ in bilesenleri.

MALDI lazer desorpsiyon sureci.
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Numunenin IPG serit tablaya tatbiki.

IPG serit Uzerinden koruyucu bandinin ¢ikarilmasi ve tablaya uygulanmasi.

Gel-Side Down yontemi islem basamaklari.
Bio-Rad marka PROTEAN IEF sistemi.

SDS - PAGE jellerin elektroforez hiicresine yerlestirilmesi.

IPG seridin yerlestirilmesi, marker ilavesi ve sicak agaroz jelin uygulanmasi.

Elektroforez hiicresi ve giic kaynagi.
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1. GiRiS

'Omik' kelimesi, Yunanca 'ome' (tim, her sey, biitiin ya da tam anlamiyla) ekinden
tiretilmis olup yasam ve butinsel varligin orgitlenmesini anlayabilmek igin biyolojik
sistemler hakkinda kiresel bir bakis agisini amaglayan, molekiiler biyolojideki bilimsel
alanlara atifta bulunmaktadir. 1990' larin ortalarinda, genomlar (bir organizmanin tam
genetik dizisi) ile ilgili buylyen bilgi birikimi ve evrimi, “omik” yaklasimlarinin (genomik,
transkriptomik, proteomik, metabolomik ve yakin zamanlarda da degradomik, lipidomik,
interaktomik, bakteriyomik, okaryomik, glikomik vb.) tiim cesitlerinin hizli bir sekilde
gelismesine yol agmaktadir. Biyolojik 6rnek siniflandirma ve yiksek verimli tarama
teknolojilerindeki bu metodolojiler, asagidaki sorularin cevaplarini almayi saglar:

- Hiicre/organ/doku iginde neler oluyor?

- Biyolojik stiregte galisilan anahtar bilesen nedir?

- Biyomolekdller neden bu kadar farkl davraniyor?

- Bu bilgilerden yeni ne 6grenilebilir?

'Omik' yaklasimlari, genellikle farkli popllasyonlardan veya farkl fizyolojik
durumlardan (6rnegin, hasta-saglikli, tedavi edilmemis-tedavi edilmis, stresli-stressiz... gibi)
toplanan ornekleri arastirmak igin uygulanir ve bu gruplar arasinda farklihk gosteren
molekdlleri bulmayi amaclar. Farklilastig) tespit edilen biyobelirtecler (genler, transkriptler,
proteinler veya metabolitler) karakterize edildikten sonra, orneklerin farklilasmasi ve
siniflandirmasi icin veya bilimsel arastirmada yer alan surecleri gosterecek molekdller olarak
gelecekte kullanilabilir (1, 2).

"Proteom" terimi, genom tarafindan ifade edilen protein tamamlayicisi anlamina
gelir (3). Genom, nispeten canli bir organizmanin dmri boyunca ayni kalirken, proteom
strekli olarak degismekte, i¢c ve dis uyaranlarla modifikasyonlara ugrar. Proteom sadece
genomun ekspresyon kismini degil, ayni zamanda tek bir gen icin proteinlerin cesitli aktif
formlarinin ve translasyon (cevirim) sonrasi modifikasyon (PTM)' larinin varyasyonunu da
temsil eder. Bu durum; proteom ¢alismalarini, genomdaki gen sayisina gore beklenenden
daha karmasik hale getirir. Gen, kromozom icinde belirli bir kismi olusturan niikleik asit
dizisidir. Genler organizmanin yonetici molekulleri olup, organizmanin ozelliklerini,

organizma icerisinde hangi olaylarin gerceklestigini ve organizmanin hastaliklarda dahil



olmak Uzere hangi kosulda nasil egilim gosterdiklerini belirlemektedir. Bir gen birden fazla
biyolojik isleve sahip farklh genleri kodlamakta ve bu proteinler translasyon sonrasi
degisimlere ugramaktadir. Cogu durumda bu degisimler genin islevinden bagimsiz olarak da
ilerlemektedir.

Genetik bilgi deoksiribonikleik asit (DNA) den transkripsiyon yoluyla mesajci
ribonikleik asit (MRNA)' e aktarilir (Transkripsiyon: DNA’ yi olusturan nikleotid dizisinin RNA
polimeraz enzimiyle bir RNA dizisi halinde kopyalanmasi sirecidir). Translasyon,
transkripsiyon sonucu olusan mRNA’ lardaki koda uygun olarak ribozomlarda gergeklestirilen
aminoasit zinciri (polipeptid) sentezi sirecidir. Daha sonra Uretilen polipeptid, PTM

aracih@iyla uygun bir sekilde katlanarak etkin bir protein haline gelir (Sekil 1.1.) (4).

DN A s R A s Protejp Emmmm=) \|odifiye Protein

Transkripsiyon Translasyon Post-Translasyon
Sekil 1.1. Protein sentez yolu.

Ayni zamanda, hiicrelerdeki mRNA seviyeleri ve karsilik gelen protein seviyeleri
arasindaki korelasyonun degerlendirilmesi, cesitli calismalarda prokaryotlar icin cogunlukla
bir tutarlilk olsa da 6karyotlar icin cok zayif bir korelasyon oldugunu gostermektedir (5). Bu
strecler hakkinda hala az sey bilinmektedir ve genomik calismalar, tim sorulara cevap
veremediginden; proteomik, bilgiyi yasam bilimlerine aktarmak icin mikemmel bir
tamamlayici aragtir.

Proteomik, bir hiicre veya doku icindeki biyolojik stireclerin bir sonucu olarak, protein
ve protein varyasyonlarinin biytk bir 6lcekte niteliksel ve niceliksel calismasini icermektedir.
“Proteomik, sadece proteinlerin tanimlanmasini ve miktarinin belirlenmesini degil, ayni
zamanda yerlesimlerini, degisimlerini, diger protein ve makro molekiillerle etkilesimlerini,
aktivitelerini ve nihayetinde islevlerini belirlemektedir” - Stan Fields (6) 2001'de proteomik
kavramini bu sekilde ifade etmistir.

Genom vyapisinin aydinlatiimasi  genomiktir (DNA’ nin  molekiiler yapisinin
aydinlatiimasidir). Genomik sonrasi calismalar (post genomik calismalar) proteomik ve
metabolomik olarak devam etmistir. Genomik calismalar, organizma icinde neler

olabilecegini; post-genomik calismalar neler oldugunu gésterir. insan genom projesiyle insan



genomunun tim haritasi ¢ikartiimaya c¢alisilmistir. Post genomik ¢agda genlerin
translasyonu, genom-proteom iliskileri, genom-metabolom iliskileri arstirilmistir.

Proteom analizi, 1975’ te Klose (7) ve O’Farrell (8) tarafindan iki boyutlu (2D) jel
elektroforezine dayall tekniklerle baslamistir ve sivi kromatografisi - kiitle spektrometrisi
(LC-MS) gibi jel icermeyen tekniklerin uygulanmasiyla genisletilmistir. Jel bazl ve jel
icermeyen yontemlerin her ikisi de goreceli gliglii ve zayif yonlere sahiptir ve tercih edilen
stratejinin secimi degismektedir. Jel bazll proteomik calismalar, zaman alici ve uygulamasi
glic olmakla birlikte (protein saptamasinin sinirli bir araliga sahip olmasinin yani sira
membran proteinlerinin ayrilmasinda kisith yetenege sahiptir), ayni zamanda binlerce
biyolojik proteinin, karmasik biyolojik sistemlerde es zamanli olarak karsilastirilmasi igin etkili
bir analitik aractir. Basarili bir proteomik analiz icin 6n fraksiyon ve tiketme/yogunlastirma
islemleri gelistirilmistir. Cihazlardaki gelismeler (analizlerin ¢ozinUrlGgiind arttiran dar aralikl
immobilize pH gradient jellerinin uygulanmasi; floresan goriintlleme, kiitle spektrometrisi),
metodolojiler (MS temelli yontemler, kromatografi) ve biyoinformatikler, proteomik
arastirmalarin uygulamasini genisletmistir.

Genomik, proteomik, metabolomik gibi galismalar iceren “Omik” yaklagimlarinin
temel glicli, yeni hipotezlerin Giretimi ve test edilmesine dayanmaktadir. Bu tez kapsaminda,
birkag yeni hipotez bir araya getirilerek ve analiz edilmeye calisilacaktir. Bunlar:

- Ankaferd Hemostat (ABS; Ankaferd Blood Stopper®)’ in gesitli kanser hiicrelerinde
herhangi bir degisiklige neden olup olmadigi arastirilacaktir.

- Bu tez calismasinin amaci; Caco-2, HT-29 kolon kanseri ve HepG2 karaciger kanseri
hiicrelerinde ABS’ nin molekiiler diizeydeki antineoplastik etkisi, karsilastirmali proteomik
calismalarla incelenecektir.

- Bu amagla, omik calismalardan “proteomik analiz”, proteomik ¢alismalardan ise
"2D jel elektroforez yontemi" kullanilacaktir.

- Calismada Caco-2, HT-29 kolon kanseri hiicre hatlari ve HepG2 karaciger kanseri
hicre hatti kullanilmistir. ABS ile muamele edilen hiicreler, islenmis (T) grubu ve muamele
edilmeyen hiicreler ise kontrol (C) grubu olarak tanimlanacaktir.

- Bu yaklasimla C ve T gruplari karsilastirildiginda, yiksek riskli kolon ve karaciger

kanserinde disuk ve yiiksek miktardaki proteinler saptanacaktir.



- 2D jel elektroforez yontemi ile C ve T grubuna ait proteinler ayrilip, imaj analiz
calismalari yapilacaktir. Nicel anlamda en az 2 kat azalan veya artan yani farklilastigi saptanan
proteinler MALDI-TOF/TOF-MS ve peptid dizileme yontemi ile analiz edilecektir. ABS’ nin bu
kanser hucreleri Uzerinde hangi yolaklar etkiledigi arastirilacaktir. Veri tabanlarindan
yararlanilarak tanimlanan bu proteinlerin yapilari, fonksiyonlari, gen adlari ve protein-protein
etkilesimleri arastirilacaktir.

- Ayrica farkh veri tabanlarn araciligiyla ABS' nin, kolon ve karaciger kanser
hicrelerinde etkiledigi biyolojik stiregler ve yolaklar tespit edilecektir.

- Bu tez calismasi ile antikanser aktivitesi arastirilan ABS’ nin kolon ve karaciger
kanseri Uzerindeki iyilestirici etkisi ilk defa molekiler diizeyde incelenmis olacaktir.
Antioksidan aktiviteye sahip oldugu bilinen ABS'nin antineoplastik etkisinin olup olmadigi
arastirilarak ve bu etkinin hangi proteinlerden ileri geldigi saptanacaktir.

ABS, HT-29 kolorektal karsinoma ve HepG2 hepatoselliiler karsinoma hiicre hatlarina
ilk defa uygulanmistir ve bu calismaiile 2D jel elektroforez ve MALDI-TOF/TOF-MS yontemleri

uygulanan ilk proteomik calismadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Proteom ve Proteomik

Proteinler, yunanca "proteios" kelimesinden tiretilmis olup "en 6nemli" ya da "en
onde giden/en 6nde yer alinm" anlamindadir. Hayvanlarda miktar olarak en ¢ok bulunan
yap! taglari proteinlerdir. Karaciger ve bobrek % 78 - 80, kas % 18 -20, kan plazmasi % 6.5 -7.5
ve beyin % 8 oraninda protein igerir (9).

Proteinlerin yapi taslari, kiictik organik molekdiller olan amino asitlerdir. Proteinler,
20 farkliamino asitten olusan dogrusal polimerlerdir. Amino asitlerin farkli dizilimleri ile farkl
proteinler olusur. Tiim amino asitlerin a-karbonuna, bir karboksil ve amino grubu ve bir yan
zincir baghdir. Amino asitler birbirlerine peptid baglar ile baglanirlar. Peptid bagi, bir
aminoasidin a-karboksil grubu ile diger amino asidin a-amino grubu arasinda suyun
uzaklasmasi ile olusur (Sekil 2.1.). Bir protein icinde, bircok amino asit, peptid baglari ile
birbirine baglanir, béylece uzun bir zincir olusur ve amino asitlerin dogrusal dizisi, proteinin

birincil yapisi olarak kabul edilir (10).
i v
H3I<T—CH—(||3—OH + H—N—CH—CO0"

0
HO | H,0

vooRE
H,N—CH—C—N—CH—CO0O0
(I) Peptit Bagi

Sekil 2.1. Peptid bagi olusumu.

20 amino asidin farkl yapi ve boyutta birlesmesi ile yaklasik 100.000 farkh protein
olusur. Amino asitlerin yan zincirlerinin farkl fizikokimyasal 6zellikleri vardir. En bliylk amino

asit grubu, polar olmayan yan zincirlere sahiptir. Bazi amino asitler pozitif veya negatif ylikl{



yan zincirlere sahipken, digerleri kutuplu fakat ylksiz yan zincirlere sahiptir. Amino asit yan
zincirlerinin kimyasi, protein yapisinin olusmasinda kritik bir rol alir, ¢linkii bu yan zincirler,
sadece belirli bir sekil veya konformasyonda birbirleriyle baglanabilir. YUkl amino asit yan
zincirleri iyonik bag olusturabilirken, polar amino asitler hidrojen baglari olusturabilir.
Hidrofobik yan zincirler birbirleriyle zayif Van der Waals etkilesimleriyle girer. Bu yan
zincirlerin olusturdugu baglarin blyik cogunlugu kovalent bagh degildir. Ayrica sisteinler,
Ozel yan zincirleriyle kovalent baglar olusturabilen tek amino asitlerdir. Yan zincir
etkilesimleri nedeniyle, belirli bir protein icindeki amino asitlerin dizisi ve konumu, proteinde
bukilmeler ve kivrimlarin meydana gelecegi yerleri isaret eder (Sekil 2.2.). Amino asitler bir
dizi peptid bagi ile birbirine baglandiginda polipeptid olusturur. Polipeptid, daha sonra amino
asit yan zincirleri arasindaki etkilesimlere bagl olarak belirli bir konformasyona goére katlanir
(10).

Tim amino asitler tarafindan paylasilan temel kimyasal yapi, bir semada
gosterilmistir (Sekil 2.2.):

A kismi, mavi renkli daire, her bir amino asidin benzersiz kimligini belirleyen R
grubunu veya yan zinciri temsil eden "R" ile gosterilmistir. R grubu bir merkezi karbon (C)
molekiiliine baglanir. Ug ek molekiil, merkezi karbonu ayirir: ilki 2 hidrojen (H) atomuna bagli
bir nitrojen (N) atomu olarak gosterilen bir amino grubudur; ikincisi tek bir hidrojen
atomudur, Gclinclisl ise, bir oksijen atomuna bir cift bag ile ve bir hidroksil grubuna (OH) tek
bir bag ile bagh bir karbon olarak gosterilen bir karboksilik asit grubudur. B kismi, bir
polipeptid zinciri olusturmak igin peptid baglari ile baglanan dért amino asidi gostermektedir
(Sekil 2.2.). Her bir peptid bagi kesikli bir cizgi ile temsil edilir ve polipeptid daha sonra amino
asit yan zincirleri arasindaki etkilesimlere bagh olarak belirli bir konformasyona katlanir. C
kismi, her biri uzun bir polipeptid zinciri olusturmak Uzere baglanmis, renkli dairelerle
gosterilen 42 amino asidi gostermektedir (Sekil 2.2.). Farkli renkli daireler farkl bir amino asit

tipini gosterir (10).



Yan zincir

% ,} Q %

Sekil 2.2. Amino asit yan zincirleri ve protein konformasyonu arasindaki iliski (10).

Proteinlerde, birincil (primer), ikincil (sekonder), Uclncil (tersiyer) ve dordiincil
(kuarterner) yapi olmak tizere 4 yapi tanimlanir (Sekil 2.3.). Bir proteinin amino asit dizisi, yani
birincil yapisi, proteinin essiz 3 boyutlu seklini belirleyen dogrusal amino asit zincirinin
katlanma ve molekdil i¢i baglanmasini yonlendirir. Protein zincirinin komsu bolgelerindeki
amino gruplari ve karboksil gruplar arasindaki hidrojen bagi, belli katlanma kaliplarinin

meydana gelmesine neden olur. a sarmallari ve 3 tabakalari olarak bilinen bu sabit katlanma



modelleri, bir proteinin ikincil yapisini olusturur. Cogu protein ¢ok sayida helezon ve tabaka
icerir. Polipeptidler, bir proteinin tgtincl (tersiyer) yapisini olusturur. Bir proteinin doérdincal
(kuarterner) yapisi, ¢coklu polipeptid zincirleri veya alt birimleri olan makro molekiillere

karsilik gelir (10).

Birincil Yapi

Dordiuncal Yapi

Sekil 2.3. Proteinin birincil, ikincil, Gglincil ve dordiincil yapisi (11).



"Proteom" terimi ilk defa 1994’ de yapilan sempozyumda Marc Wilkins ve ark. (12)
tarafindan 6nerilmis ve kabul géormustir ve 1995 yilinda ise doktora tezinin pargasi olarak
literatlire kazandirnlmistir. Proteom, protein sentezi kodunun, genlerde yer aldigini
vurgulamak igin protein ve genom (hticre veya doku tarafindan belirli bir zamanda ifade
edilen tiim proteinler) kelimelerinden tlretilmistir.

Proteinler fonksiyonlari, kararliliklari ve 3 boyutlu yapilari agisindan buyik farkliliklar
gosterirler ve cogu genin son gen uriinii olarak kabul edilirler (13). insan genomu binlerce
gen igerirken, insan viicudundaki proteom ¢ok daha karmasiktir ve yaklasik milyonlarca farkl
protein icerir (3, 14).

"Proteom" teriminin bir baska ifadesi de bir genom tarafindan kodlanan toplam
proteinleri tanimlar. Proteomik, bir hiicre veya organizmanin tim protein igeriginin
incelenmesini saglar. Proteomik, belirli bir yerde ve belirli bir zamanda bulunan tim
proteinlerin yapilarini, miktarlarini, yerlesimlerini, translasyon sonrasi degisimlerini, diger
proteinler ve makro molekiillerle olan etkilesimlerini inceler. "Belirli bir yer" terimi, farkl
proteinlerin hiicrenin farkh bolimlerinde ve farkl hiicre tiplerinde ifadesini, "belirli bir
zamanda" terimi ise farkl gelisim evrelerinde, farkli gevresel kosullar, yashlk, cesitli
hastaliklar gibi sirecleri ifade eder (15). Proteinlerin aktivitesi ile birlikte seviyesini de izlemek
gereklidir (16). Genom, nikleotid dizisi tarafindan belirlenirken proteom, vyalnizca
proteinlerin amino asit dizilimleri ile sinirlanamaz. Clinkl proteom, farkli protein yapilari ve
fizikokimyasal ©zellikleri hakkinda bilgi gerektirir. Proteinlerin buyUkligli, sekli ve
fonksiyonlar, bazi fonksiyonel gruplarin PTM' lerinden sonra degismektedir (17).
Fosforilasyon (18), glikozilasyon (19), asetilasyon gibi cesitli tiplerde PTM’ ler bilinmektedir
(20).

Proteomikle ilgili arastirmalar, protein ¢alismalari ile baslamis olup yontem olarak
kokeni 1975’ li yillara uzanmaktadir. Proteomik alaninda hizli ilerlemeler 2000’ den bu yana
kaydedilmis ve 96.000'in lizerinde yayinlanmis makale bulunmaktadir (19).

Kiernan’ a gore, “Proteomik, biyolojik silirecleri (6rnegin hastalik siiregleri ve ilag
etkileri) karakterize etmek ve gen ekspresyonu kontrol mekanizmalarini desifre etmek icin
gen ekspresyonunun kantitatif protein seviyesi 6l¢limlerinin kullanilmasidir” (21) seklinde

ifade edilmistir.
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Genom projesinin 2003 yilinda tamamlanmasi ile hiicrelerde gergeklesen biyolojik
strecler tam olarak anlasilamamis ve buna bagli olarak da hastaliklari olusturan
mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamistir. Daha sonra hiicrede gerceklesen olaylar
protein ve metabolit dlizeyinde incelenerek genomik veriler biitiin olarak degerlendiriimeye
baslanmistir. Bu sayilar, yeni biyoteknolojilerin odagini, tek bir gen veya proteinlerin
karakterizasyonuna olanak saglayan yontemlerden, yasayan bir organizmada bulunan tiim
olasi proteinlerin hizli bir sekilde izlenmesini saglayan yontemlere kaydirmistir (22).

insan dahil olmak (izere birgok organizmanin tam genom dizileri giinimiizde
bilinmekle birlikte, genlerin ¢ogunun islevleri belirsiz kalmistir. Bu yeni kesfedilmemis
verilerin varligi, bazi bilim adamlari tarafindan 21. ylizyilin; post-genomik veya proteomik
dénem olarak adlandiriimasina yol agmistir (16).

Proteomik alani, protein ekspresyonu ve fonksiyonunun analizi icin yontemlerin
gelistirilmesi ve uygulanmasi hedefleriyle ortaya c¢ikmistir. Glnimizde proteomik
arastirmalar cesitlidir ve cesitli fizyolojik ve patolojik kosullarda proteinlerin sistematik olarak
belirlenmesine yoneliktir (23).

Proteinlerin hizli ve ayni anda analizi igin etkili metodolojilerin olusturulmasiyla gesitli
hastaliklarin teshis ve tedavisine yonelik, yeni biyobelirtegler ve terapotik hedeflerin kesfine
olanak saglamasi ve genellikle biyolojik slireglerin mekanik isleyisinin anlasiimasi
beklenmektedir (24).

Proteomik veriler, hastalik halindeki hiicrelerin ve dokularin siniflandiriimasinda ve
farkh biyolojik mekanizmalarin anlasiilmasinda son derece vararldir. Hicreler ve
organizmalar icindeki tim proteinlerin yapisi, etkilesimleri ve fonksiyonlari, ¢esitli ydntemler
kullanilarak tanimlanabilir. Bu alan, kanserli hastanin dinamik biyolojisini anlamada
klinisyenlere ve bilim adamlarina yardimci olmak icin biyobelirtecler seklinde 6nemli biyolojik
bilgiler elde etmek amaciyla serum ve dokuya uygulanabilen teknolojiler icermektedir (22).

Belli bir zamanda hiicrenin fizyolojik durumu icin kanser safhasinin ve ilerlemesinin
onemli bir biyolojik gostergesi olan biyobelirtecler, kanserin seyrini izlemek ve yeni terapotik
ajanlarin etkinligini ve glivenligini 6lcmek icin en dnemli araglardir (25). Bu biyobelirteclerin
tanimlanmasi, spesifik protein yollarini hedeflenmesi ve saglik hizmetlerinin daha

ivilestirilmesi icin gerekli bilgi proteomik veriler ile saglanacaktir (16).
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Genel olarak, proteomik alani 3 bolimden olusmaktadir: Biyolojik numunelerden
proteinlerin tanimlanmasi ve nicel analizi ile ilgili profil olusturma, yapisal ligand etkilesimleri
araciligiyla tanimlandigi fonksiyonel proteomik ve PTM calismalarini icermektedir. Bir protein
kompleksinin tiim bilesenlerini tahmin etmek ve belirlemek ¢ok zordur (26). Proteomiklerin
amaci, bir organizma veya bir doku tarafindan ifade edilen tiim proteinleri tanimlamak ve
karakterize etmek, ayrica spesifik hastaliklarla ilgili biyobelirteglerin ne oldugunu
arastirmaktir. Biyolojik belirte¢ arastirmasinin amaci, hastalik tanisinda hedef protein olarak

kullanilabilen belirli bir proteini bulmaktir (27).

2.2. Proteomik Arastirma Stratejileri

Kompleks protein karisimlarinin kalitatif ve kantitatif analizi, diinya capinda bircok
laboratuvarda c¢alisilan ana konulardan biri haline gelmistir. Proteomik c¢alismalarda,
asagidan yukariya (bottom-up), yukaridan asagiya (top-down) ve daha yakin zamanlarda
ortaya c¢ikarilan ortadan-asagiya (middle-down) proteomik de dahil olmak Uzere cesitli

stratejiler kullanilmistir (Sekil 2.4.).

Asagidan yukariya Ortadan asagiya Yukaridan asagiya

Protein
karigimi
- Jel Jel
Proteini elektroforez, Boyut-bagimh elektroforez,
ayirma LC, vb. LC, vb.
Proteini Tripsin Sinirli proteoliz
pargalama
Peptit IEF, SCX Boyut-bagimh
ayirma
Biiyiik peptit .
Peptit fragmenti i i B
LC-MSIMS EEE fragmenti
i Protein i
Protein Protein Kimligi Protein
. Kimligi Kimligi
veritabani

Sekil 2.4. Proteomik stratejileri : Asagidan yukariya, ortadan asagiya ve yukaridan

asagiya (28).
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"Asagidan yukariya" proteomik, kiitle spektrometresi (MS) kullanilarak proteolitik
parcalamayla amino asit sekanslarinin karakterizasyonu araciligiyla protein tanimlama
yontemidir. Burada ilk olarak, biyolojik 6rnek, proteinlerin peptid zincirini parcalayan
proteolitik enzim (6rn. tripsin) tarafindan peptid karisimlari olusturmak igin tanimlanan
bolgelerinden (lizin veya arjinin) pargalanir. Elde edilen karisim, sivi kromatografisi (LC) ile
bilesenlerine ayrilir ve tandem kutle spektrometrisi (MS/MS) ile karakterize edilir (29) 2D jel
elektroforez ile yapilan analiz, "Asagidan yukariya" proteomik calisma stratejisinin
orneklerinden biridir; bununla birlikte, protein hakkinda daha fazla yapisal bilgi elde etmek
ve PTM kombinasyonlarini tespit etmek icin, kiitle spektrometresi (MS) ile birlikte kullanilir.

5 - 15 kDa aralgindaki buyiik peptid fragmanlari, nadiren eksprese edilen amino
asitlerin veya amino asit kalintilarinin kombinasyonlarinin boliinmesiyle Uretildiginde, bu
yaklasim "ortadan asagl" proteomik olarak adlandirilir. Parcalanma, tripsinden daha az
siklikta kesen enzim kullanilarak ya da kimyasal parcalama ya da mikrodalga destekli asit
hidrolizi gibi yontemlerle yapilabilir (30, 31).

“Yukaridan asaglya” proteomik adi verilen diger bir strateji ise, herhangi bir
parc¢alama olmaksizin, kompleks biyolojik drneklerden par¢alanmamig proteinleri peptidlere
ayirmak icin kitle spektrometrisi temelli analizler kullanir. Bu yaklasim proteoformlarin, yani
spesifik genetik veya kimyasal modifikasyonlara sahip bir protein formunun tanimlanmasini

saglayabilir (32).

2.3. Proteom Arastirmasinda Kullanilan Teknikler

Karmasikliklarindan dolayi bir seferde tam bir protein setini tanimlayabilen ve miktari
tespit edebilen tek bir metodun bulunmamasi, ¢cok hassas ayirma yontemlerinin MS ile
birlesmesi, cogu proteomik calismada bir gerekliliktir. Yiiksek ayirimli 2D jel elektroforezi ve
ardindan ytiksek duyarhlikl MS, son 20 yildir proteomike en glicli stratejilerden biridir (33).
Bu yaklasim, 1. boyuta izoelektrik odaklama (IEF) ile izoelektrik noktalarina (pl) gore ve
2. boyutta ise molekuler agirliklarina gore proteinlerin sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS - PAGE) ile ayrilmasina dayanmaktadir (34). Proteinler ayrildiktan sonra,
farkh boyama protokolleri (Coommassie mavisi, glimiis veya SYPRO - Ruby boyama) ile

gorsellestirilerek jelden kesilip, parcalanir ve MS ile analiz edilebilir (35).
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TUm proteomun yani proteinin pl dagilimi, molekuler agirligina karsi proteinlerin pl'si
cizilerek, sanal 2D jeller olarak ifade edilir. TUm proteinlerde 2D jel haritasi, pl 7.0 civarinda
bimodal olarak goriinir. Clinki proteinlerin disik ¢ozlinirligl ve dogal olarak olusan amino
asitler ile bu pl degerinde proteinin elde edilme olasiliginin diistik olmasidir (36).

Elektroforetik ve kromatografik teknikler, proteomik calismalarda kompleks
ornekleri ayirmada temel araglardir. Peptid karisimlari, temel olarak farkli Yiksek
Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) teknikleri normal faz kromatografisi (NP), iyon
degisim kromatografisi (IEX), boyut eleme kromatografisi (SCX), afinite veya ters faz
kromatografi (RP), niikleer manyetik rezonans (NMR) ve kapiler elektroforez (CE) ile ayrilir.
Elektroforetik ve kromatografik tekniklerin kullanilmasinin  bir avantaji, kompleks
protein/peptid karisimlarinin fizikokimyasal 6zelliklerine gére ayrilmasidir (37).

Cogu HPLC ve CE gibi cok boyutlu yaklasimlarda; proteinler, 6rnekteki tiirlerin sayisini
arttirmak icin genis bir ¢dzlicl yelpazesinde ¢éziindlrilip analizden 6nce pargalanir. LC bazli
ayirma teknikleri, MS ve yiiksek pik kapasitesi ile tercih edilen tekniklerdendir. Ficarro ve
arkadaslari, immobilize metal afinite kromatografisi (IMAC) kullanimini ve ardindan tiim
hiicre lizatinin tanimlanmasi igin LC-MS' i 6nermistir. Bu yontem kullanilarak 1000'den fazla
fosfopeptid tanimlamuistir. Zayif anyon degisimi (WAX) kromatografisi ve bunu takiben LC-MS
analizleri ile 11000 civarinda fosfopeptid tespit edilmistir. Ayrica nano 6lgekli LC' lerin
avantajlari araciliglyla nano-LC-ESI-MS-MS cihazlari ile ylksek hassasiyette ve dogrulukta
analizler yapilabilmektedir. Boyut - eleme kromatografisi (SEC), ters faz sivi kromatografisi
(RPLC) ve matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon, ugus zamanl kiitle spektrometrisi
(MALDI-TOF/MS), E. coli’ den bilinen iki proteinin izolasyonu ve tanimlanmasi igin

kullanilmistir (38-40).
2.4. Jel Temelli Ayirma Yaklasimlari

Tiselius (41) 1937' de, proteinlerin elektroforezini incelemek icin yeni bir cihazin
kullanildigi bir calisma yayinlamistir. Onerilen cihaz, bir tampon ¢zeltisine ve her bir ucuna
yuklenen elektrotlara sahip U seklinde bir hiicreden olusmaktadir. Uygulanan numune, yiikl{
bilesiklerin herhangi bir karisimi olabilir. Elektrik alani uygulandiktan sonra iyonlar yiklerine

bagll olarak anot veya katoda ilerlemislerdir. Bu oncl calismaya gore, elektroforetik
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hareketlilik ve ortamin direnci gibi proteinlerin ayrilmasi icin kullanilan 2 ana parametre ile
farkli elektroforez tiirleri kullaniimistir (41). Smities ve Poulik (42) 1956' ya kadar, 15’ den fazla
bilesenin ayni anda goriilebilecegi iki elektroforetik stirecin birlesimini dnermistir. 1. boyut,
serum proteinlerini serbest ¢ozelti hareketliligi ile ayiran bir filtre kagidi Gzerinde ve 2. boyut
ise bir nisasta jelinde molekil agirhigina gore gerceklestirilmistir. Ashton (43), serum
proteinlerini ayirmak igin 1. boyutta agar ve 2. boyutta ise nisasta jeli kullanmustir.

Raymond ve Aurell (44) 1962'de, serum proteinlerinin ayirimi igin farkh derisimlerde
akrilamid jeli kullanmiglardir. “Ortogonal jel elektroforezi” olarak adlandirilan akrilamid jelleri
1964’ te, simdiye kadar 2D jel elektroforezde kullaniimistir. Halen, 2D jel elektroforezi,
proteomik ¢alismalarda en 6nemli ve yiiksek verimli tekniklerden biridir (45).

Her ne kadar 2D jel elektroforez emek yogunlugu, diisiik verim ve nispeten yiiksek
miktarda ornek gerektiren bir teknik olarak tanimlansa da ¢ogu glincel literatiir, karmasik
protein karisimlarinin ayrilmasi icin hala tercih edildigini gostermektedir. Aslinda, bu teknik
su anda miimkiin olan en iyi ¢dzUndlrlUgl sunar, ¢linki proteinleri 2 bagimsiz fizikokimyasal
parametreye gore ayirir: pl ve kitle. Hatta jeller protein molekiillerini depolayan etkili bir
fraksiyon toplayicisi olarak da gorev yapar. Kanser arastirmalarinda 2D jel elektroforez su
bicimde uygulanmaktadir. Her bir numune icin bir minimum sayi (3 ile 5) 2D jel harita kopyasi
Uretilerek, protein ifadesi 2 farkli numunede (6rnegin biri normal ve digeri patolojik)
karsilastirilir. Boyama ve optik yogunluk taramasinin ardindan ¢alismaya PDQuest™, Z3,
Z4000, Phoretix ve Progenesis gibi ticari olarak mevcut istatistiksel paketlerden biriile devam
edilir. Bu analizlerle, normal ve patolojik numune icin 1 tane sanal ana (master) 2D harita
uretilir. Ayni yazilim tarafindan yapilan analizler, yogunluklarinda 6lgilebilir duistik ve yliksek
miktarda ifade edilmis proteinleri tanimlamak icin karsilastirir. Bu protokolde, ana adimlar
Sekil 2.5." de (6rneklerin hazirlanmasi, kontrol ve kanser hicrelerinin analizi 2D jel
elektroforez ile ayrimi icin 6rnek hazirlanmasi, ayrilmasi, karsilastirilmasi, eslestirilmesi,
PDQuest™ yaziimi kullanilarak jel haritalarinin olusturulmasi ve proteinlerin MS ile

karakterizasyonlari) sematize edilmistir (46).
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Saglikli hiicre hatti Tumorli hicr
(kontrol) 5 tekrar hatt1 5 tekrar

Ornek hazirlama
«Hiicre lizati i
«AyiInm Ayirma sonrasr analizler
«indirgenme ve alkilleme Jel boyama (érnegin; kolloidal Coomassie mavisi ile)

PDQuest yazilimi ile jel eglestirme ve analizi

2D jel elektroforez Nl
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Kontrol Eslestirme p Tumorli
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‘.. | Masterjel
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A4
Spot kesme/pargalama/
MS analizi
Veribankasi degerlendirmesi

Sekil 2.5. Orneklerin 2D jel elektroforez ile ayirnminin sematik gdsterimi (46).

2.5. Elektroforez ve Tiirleri

Elektroforez yontemi, elektrik akimiyla ve uygun pH' daki tampon ¢ozeltilerde, amino
asitlerin, proteinlerin, niikleik asit ve nikleotidlerin; elektrik ylikiine, molekil blydkligine
ve sekillerine gbre ayirnmina dayanir (47). Elektroforez, kisaca molekullerin birbirinden
ayinlmasinda kullanilan bir tekniktir. Protein c¢alismalarinda 1937’de ilk kez kullanilan
elektroforez yontemi, serbest cozelti elektroforezi veya frontal elektroforez olarak
adlandinimistir ve Tiselius (41) tarafindan tanimlanmistir. Giinimuizde hala elektroforetik
hareketlilikte ve protein - protein etkilesimiyle ilgili aragtirmalarda kullaniimaktadir.

Elektroforez yonteminin kullanim alanlari; molekil agirligi saptama, saflastirma,
saflik kontrolli, genetik hastaliklari saptama, enzim tayini, imminoloji ve molekiler
biyolojidir. Popuilasyonlardaki genetik varyasyonlarin hesaplanmasi, canlilarda gesitli enzim
ve protein seviyeleri, farkh elektroforez tirleri ile analiz edilebilmektedir (48). Baslica 4 cesit
elektroforez tiirli vardir. Bunlar:

e Kagit Elektroforezi

e Selliloz Asetat Elektroforezi

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

e Kapiler Elektroforez
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Proteom analizinde 3 ana adim bulunmaktadir: Kompleks protein karigimlarinin
ayrilmasi, ayrilan polipeptidlerin karakterizasyonu ve veri tabani arastirmasidir. Kompleks
protein karisimlarinin ayrilmasi igin 2D elektroforez, ginimizde yizlerce hatta binlerce
proteini ayirabilen tek tekniktir. Ancak, proteomik analizlerin gergeklestirilebilmesi igin birkag
kosulun saglanmasi gerekmektedir. Bunlar;

e Belirli bir hiicre, doku veya sivinin proteom ekspresyonundaki degisikliklerin
glvenilir sekilde saptanmasinda 2D referans jel haritalarinin olusturulmasi ve protein veri
tabanlarinin olusturulmasi igin 2D jel haritalarinin maksimum tekrarlanabilir olmasi,

e Maksimum spot sayisini tespit etmek ve bir spottaki coklu proteinlerin birikmesini
veya 2D jellerde spotlarin capraz kontaminasyonunu onlemek icin optimum ayiricilik
parametrelerinin saglanmasi,

e Proteinlerin mikropreparatif ayirma ve saflastiriimasi igin maksimum ylkleme
kapasitesi,

* Proteinlerin yiiksek verimli analizleri igin basitlestirilmis islemlerin olmasi gereklidir.
2.5.1. 2 Boyutlu (2D) Jel Elektroforez

Ayirma islemlerinde, karmagsik ornekleri analiz edebilmek igin daima yiksek
duyarhlikta ayirimlara dogru bir egilim vardir. Biyolojik 6rnekler cogu zaman ¢ok karmasik
olabilmektedir. Proteinler de glicli bir ¢cokme egilimine sahip olmalari nedeniyle ¢ok
karmagik analitlerdir.

1970' li yillarin basinda, 2 yiksek performansh elektroforetik protein ayrimi
mevcuttur:

1. Laemmli (49) tarafindan gelistirilen ve SDS varliginda proteinlerin ayrilmasinda
hala siklikla kullanilan zon elektroforez teknigi,

2. Gronow ve Griffith (50) tarafindan gelistirilen IEF teknigidir.

Bu 2 teknikte, tamamen bagimsiz ayirma parametreleri kullanildigindan (sirasiyla,
molekdler kitle ve pl) kisa bir stire sonra bu teknikler birlestirilmistir.

ilk basarili calisma, 1974' de neredeyse fark edilmemistir (51). Ciinkii IEF jelinde,
karisik ve zor bir ornekleme yontemi kullaniimis ve jeller diger boyama yontemlerine gore

daha duyarsiz olan Coomassie mavisi ile boyanmis ve jelde sadece birka¢ nokta gdzlenmistir.
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Ancak, O'Farrell’ in (8) gelistirdigi teknik 1975’ de, yani bir sonraki calismada durum tamamen
degismistir. O'Farrell tekniginde, proteinlerin 2D-PAGE ile ayrilmasi igin bir teknik
gelistirilmistir. CozUnlrlik ve hassasiyet nedeniyle, bu teknik, karmasik biyolojik
kaynaklardan gelen proteinlerin analizi ve tespiti icin gliclii bir aractir. Proteinler pl' larina
gore 1. boyutta izoelektrik odaklama ile 2. boyutta molekiil boyutuna gére sodyum dodesil
slilfat (SDS) elektroforezi ile ayrilir. Bu iki parametrenin bagimsiz olmasi nedeniyle, bir jel
boyunca neredeyse homojen bir protein lekesi dagiimi elde etmek mimkindir. Bu
calismada, katodik numune uygulamasi yontemi ve 35-S etiketli proteinlerin oto radyografisi
(Ozel maddelerle boyanmis molekiillerin ya da molekiil parcalarinin réntgen isinlariyla
incelenmesi) kullanilarak yizlerce farkli nokta gozlenmistir. Ayinm, IEF (7) veya zon
elektroforez (52) vb. kullanilan tek boyutlu tekniklerden ¢ok daha fazladir. Aslinda, O'Farrell
tekniginin sonuclar o kadar etkileyici olmustur ki, bircok biyokimyager bu teknik Gzerinde
calismalarini yogunlastirmis ve "insan Proteom Projesi" olarak bilinen arastirmalarin
temelleri atilmistir (53). Ancak, gelistirilen bu teknikte, tekrarlanabilirlik sorunlan
gozlenmistir. Katodik numune uygulamasinda, kullanilan tasiyict amfolitlerle IEF' de
tekrarlanabilirlik diistiktlir (54). Bu nedenle tekrarlanabilirligi arttirmak igin art arda birkag jel
ile calisilabilen yontemler gelistirilmistir ve gliniimiizde hala yaygin olarak kullanilmaktadir
(55, 56).

Elektroforez yonteminde, molekiillerin elektriksel ytklerinden vyararlanilir. Bir
elektrik alani altinda blyiklik ve yiklerine gore ayrilir. Bir karisim icindeki molekiile etki eden
kuvvet (F), molekilin net yiiki (q) ve elektriksel alan (E) ile dogru orantilidir (Formdil 2.1.).

F=q.E (2.1.)

Net ylk arttikga molekill hareket ettiren kuvvet artacaktir. Ayni kiitleye sahip iki
molekilden yiikii fazla olan elektrik alan altinda bulundugu ortam igerisinde daha hizli
hareket edecektir. Ancak her iki molekiil de ayni yiike sahipse stirtinme kuvveti sebebi ile 2

molekuilden kiitlesi daha biiylik olan daha yavas hareket edecektir. Stirtiinme kuvveti, jelin

viskozite, porozite gibi fiziksel 6zelliklerine bagl bir stirtinme katsayisi (0) ile ifade edilebilir.

Molekiillerin kitleleri arttikga buylklikleri de artmaktadir ve blydklGglh artan

molekdl ilerlerken molekiile etki eden slirtinme kuvveti de artacaktir ve molekiiliin gog
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hizina negatif yonde etki edecektir. Molekiile ait elektroforetik hareketlilik (1) ve elektrik

alanin blyuklugiine bagh gog hizi (v) Formiil 2.2. ve 2.3.” de verilmistir:
nu=q/0 (2.2.)

v=E.u (2.3.)

Molekiilin elektroforetik hareketliligi molekuliin yik/kitle oranina baghdir. Ayni
yik/cap oranina sahip 2 farkli molekil, molekiil yapisindan gelen etkiler ihmal edilirse
bulunduklari ortam igerisinde bir elektrik alan varliginda ayni hizda ilerleyeceklerdir.

Elektroforez ile ayirimin yapilabilmesi igin elektrik alanda ilerlemesini engellemeyen
ve ornekle reaksiyon vermeyen zemin (jel) secimi yapilmalidir (57).

Bir tasiyici amfolit tarafindan Uretilen pH gradyanlari ile klasik 2D jel elektroforezi,
¢ozunarluk, tekrar Gretilebilirlik ve protein ylkleme kapasitesi ile sinirhidir (7, 8).

Buna karsilik, 2D jel elektroforezdeki immobilize pH gradyan (IPG)’ larinin, proteom
analizinin gerekliliklerine sahip oldugu kanrtlanmistir. Proteinler ilk olarak pl’ larina gére ve

daha sonra Dalton’ |a 6lctilen molekil agirligina gére ayrilirlar (58).
“1D’ izoelektrik Odaklama (IEF)

Proteinler aminoasitlerden olusmaktadir ve dolayisiyla aminoasit zincirlerinin
Uzerinde bulunan yan gruplar proteinlerin asidik ortamda katyonik yapida, bazik ortamda ise
anyonik yapida davranmalarina sebep olurlar. Ancak proteinlerin hem anot hem de katot
tarafindan esit olarak cekildikleri bir nokta vardir ki bu noktada aminoasit yan zincirlerinin
Uzerindeki iyonlasabilen gruplar en Ust dlizeyde iyonlastigi halde proteinin toplamina ait net
yuk sifirdir. Bu noktadaki pH degeri proteinin pl' sidir. Proteinler pl 'larinda iken elektrik alan
altinda hareket etmezler. Bir pH gradienti olusturuldugunda ortamda, numune igindeki
proteinler elektriksel alan altinda her biri kendine ait pl' ya kadar go¢ eder ve sonra hareketsiz
kalir. Bu yontemde IPG seritler kullanilir.

IEF, sabit bir pH gradyan ortaminda, bir elektrik alani uygulanarak amfoterik tirlerin
pl'larina gore ayrilmasina dayanmaktadir (54). Bir proteinin pl degeri hem net yiikin hem de
proteinin elektroforetik hareketliliginin sifir oldugu pH' dir. Numune, elektrik alanin
uygulandigi jel ortamina yerlestirilir. Yikiine bagli olarak molekdller, pl noktalarina ulasana

kadar jelin icinde go¢ etmeye baslarlar (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. IEF tekniginin sematik gosterimi (59).

IEF tarafindan ayrilan 6rnekler baslica peptidler ve proteinlerdir. Ayrica, bakteri
hiicreleri veya amfoterik nanopartikller gibi diger yapilar da IEF ile ayrilabilir (60). Kararli bir
pH gradyan ortamina bir protein veya peptid karisimi uygulandiginda, jelin pH' sina,
elektrolitik ayrismaya sahip fonksiyonel gruplarina ve diger molekiiller veya iyonlarla
etkilesimine bagl olarak her protein icin spesifik bir net yiik olusturulur. Baska bir deyisle,
belirli bir pH' da bir proteinin net yiiku, protein icindeki mevcut iyonlasabilir gruplardan gelen

tim yuklerin toplamidir ve Formiil 2.4. ile hesaplanabilir (61):

1 1
2pH) =~ ) —gmt ) ——p—
iea- 1+ X% e 1+ 57w (2.4)

Bu denklemde K;, amino asidin iyonlasan grubunun iyonlasma sabitini, A~ ve A* ise
amino asitlerin negatif ve pozitif yliklini gosterir. Pozitif yik, histidin (H), arjinin (R) ve lizinin
(K) N-terminalinin amino asit kalintilari ile saglanabilir. Negatif yikler ise aspartik asit (D),
sistein (C), tirozin (Y) ve glutamik asidin (E) C-terminalinin amino asit kalintilar ile verilir.

Proteinin net yiiki ve buna karsilik gelen pl' si, mevcut amino asit kalintilari (6rnegin
asitlik veya bazlk ayrisma sabiti) veya asitlik kuvvetine ve protein dizisi icindeki baska amino

asitlerle etkilesimlerine bagldir. Bir protein bir pH gradyan ortamina yerlestirildiginde,
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elektrik alan varliginda, ylikl(i proteinler, pH gradyani boyunca zit yiikl{ elektroda go¢ etmeye
zorlanir. Proteinin net yiik, pH gradiyentine bagl olarak goci sirasinda degisir. pl' sine esit
bir pH degerine sahip bir ortama ulasildiginda, protein artik elektrik alanin altinda go¢ etmez

(62).

‘2D’ Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS - PAGE)

2 organik monomer, akrilamid ve capraz baglayici ajan, N,N’-metilenbisakrilamidin
¢apraz baglanmis polimerizasyonu ile olusturulan bir jel, elektroforez icin uygun bir ortam
olarak gosterilmistir (63). SDS gibi denatiire edici ajanlar, proteinlerin jel elektroforez ile
ayrilmasinda yaygin olarak kullaniimaktadir. SDS, proteinler icin yiiksek afiniteye sahiptir ve
protein denatiirasyonunu tesvik eder. Ayrica, negatif yikli deterjan molekdilleri, proteinleri
kaplamakta ve dogal yuklerini maskelemektedir. Bu nedenle, SDS - PAGE ile ayrilan
proteinler, yikiine bakmaksizin molekdler agirliklarina goére goc eder. SDS - PAGE, buiylik
Olcekli proteom analizlerinde ayirim agisindan yetersizdir. Bu nedenle, baska bir ayirma
teknigi olan jel elektroforezden o6nce gergeklestirilir. Protein ayirimini arttirmak igin 2D
SDS - PAGE gelistirilmistir (8) ve iki ayirma mekanizmasinin birlesiminden olusmaktadir. Bu
teknikte; IEF, proteinlerin ayrilmasinin ilk basamagidir ve 90 derecelik yonde SDS - PAGE ise
ikinci basamaktir. Ancak protein tanimlama ve birlikte gb¢ eden proteinlerin analizi hala
sinirlidir. Glinimiizde, protein lekesi yani spotlar MS kullanilarak tanimlanmaktadir. IEF’ de
pH gradyanlan ile disik tekrarlanabilirlik ve zayif ornek ylikleme kapasitesi bir baska
sinirlamadir. Bununla birlikte, 1. boyut icin sabitlenmis pH gradyaninin (IPG) kullanimi,
¢OzUnrlik, tekrarlanabilirlik ve yikleme kapasitesini artirmistir (64).

Proteinlerin gorsellestiriimesindeki (boyama) cesitli yaklasimlar, amaca gore
optimize edilmistir. Proteinlerin jellerde gorsellestiriimesi icin en cok Coomassie mavisi ve
glimis boyama gibi kolorimetrik yontemler kullanilir. Floresan boyalarla daha yiiksek
hassasiyet ve daha genis dogrusallik aralig elde edilebilir (65, 66).

2D gorlntl analizi, protein noktalarinin istatistiksel degerlendirmesini saglar.
Numuneler arasindaki protein ekspresyonunun farkliligini degerlendirmek icin desenleri ve

spot yogunluklarini incelemek igin yiiksek kalitede ve tekrarlanabilir 2D jeller gereklidir.
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Yazilim otomatik veri isleme igin tasarlanmis olsa da, kullanici tarafindan diizeltme yapilmasi

da gereklidir (67).
2.6. Proteomik Calismalarda Kiitle Spektrometresinin Yeri ve Onemi
2.6.1. Kiitle Spektroskopisi

Kitle spektroskopisi, gaz fazindaki iyonlar, kitle analizérinde kitle/yik (m/z)
oranina gore ayiran ve her m/z degerindeki iyon sayisini bir dedektor yardimi ile kaydeden
analitik bir tekniktir. Molekuller ilk olarak iyonize forma getirilir ve kiitle analizori ile
ayrilmadan 6nce bir iyon kaynaginda gaz fazina donusturdlir (68).

Ktle spektroskopisi, maddelerin elementel bilesimlerinin belirlenmesinde; biyolojik,
organik ve inorganik molekdllerin yapilarinin aydinlatiimasinda; karisim numunelerinin nitel
ve nicel analizlerinde, numunedeki atomlarin izotopik oranlarinin saptanmasinda kullanilan
bir yontemdir. MS' in kimyasal analizlerde rutin olarak ilk kullanilmalari, 1940’ i yillarda
petrokimya endistrisinde hidrokarbonlarin nicel analiziyle baslamistir. Daha 6ncelerde bu
analiz damitma ve sonrasinda da ayrilan bilesenlerin kirilma indisleri 6lglilerek yapilmistir ve
bu analiz, yaklasik 200 saat gibi bir stire gerektirmektedir. MS ile benzer sekilde yapilan
analizler ise birkag saat gibi bir stirede gergeklestirilir. Ticari MS’ lerin hizla gelismesinde ve
yayginlasmasinda sire konusu etkili olmustur. 1950 li yillarda ticari MS’ ler kimyagerler
tarafindan ¢ogu organik maddelerin yapi tayininde ve teshisinde kullanilmistir. MS’ ler,
nikleer manyetik rezonans ve infrared spektrometreleriile birlestirilerek organik maddelerin
teshisinde ve yapi tayininde kullanilmaktadir. 1980’ li yillarda termal olarak kararsiz ve ugucu
olmayan maddeleriiyonlastirmakicin gelistirilen teknikler de bulunmaktadir. 1990’ yillardan
beri yeni iyonlastirma teknikleri gelistirilerek biyolojik materyallerde MS’ lerin kullanimi
artmistir.  Glnlimizde proteinlerin ve polipeptidlerin aydinlatiimasinda da MS’ ler
kullanilmaktadir. Molekiler kitle spektroskopisinde olclimler icin birkag cesit cihaz
kullanilabilir ve 6rnek olarak kuadrupol ve ucus zamanli spektrometreler verilebilir. MS’ in
sematik olarak gosterimi Sekil 2.7." de gosterilmistir. Giris sisteminde, umol dizeyinde

numune MS’ e verilir ve burada numune, gaz halindeki iyonlara dontstaralir (69).
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Sekil 2.7. Bir MS’ in bilesenleri.
2.6.2. Gegmisten Giiniimiize Proteomik Analizlerde Kiitle Spektroskopisi

Kitle spektroskopisi yontemi analitik teknikler arasinda 6zel bir yere sahiptir, ¢link
bir molekuliin kitlesini ¢ok yiksek hassasiyetle 6lcer ve bu nedenle genis bir uygulama
alanina sahiptir. MS kullanimi, 1980’ li yillarda kullanimina baglaniimis olsa da 6zellikle
1990’ I yillardan sonra biyolojik bilimlerde giderek artan bir 6neme sahiptir. Kullaniminin bu
kadar uzun sirmesinin temel nedeni MS ile analiz igin yUkli gaz molekdllerinin olmasi
gerekliligidir (70). Gelismis MS teknolojileri, kimya alaninda yaygin olarak kullaniimasina
ragmen, bu teknik, 1990'larin baslarina kadar peptidler ve proteinler dahil olmak lizere biiylik
biyomolekdllerin analizinde etkin bir sekilde kullanilmiyordu. Bu durum ile ilgili asil soru;
kararsiz, ugucu olmayan, blyik molekillerin gaz fazina gegirilmesi ve herhangi bir
parcalanma olmadan iyonize forma donusturilmesidir (68).

Biyomolekiiller biyiik ve kutupsal olmakla birlikte, kolayca gaz fazina gecemezler ve
iyonize olamazlar. Peptid ve protein analizlerinde duyarliik, MS kullanimi ile bir pmol
(102 mol) ve fmol (10°*> mol) seviyesine kadar artmistir. Ayrica yiksek duyarlilik ile birlikte,
kitleleri 100 kDa’ ya kadar blyilk polipeptidlerin analizi de yapilmaktadir (68, 71).
Elektrosprey iyonizasyon (ESI) ve MALDI, bir¢ok alanda kullanilan iyonizasyon teknikleridir
(70, 71). Kuadrupol, iyon tuzagi, fourier-dontisim iyon siklotron rezonansi, orbitrap ve ucus

zamanl kitle analizori (TOF) gibi kitle analizoriine baglanan her 2 iyon kaynagi (ESI veya
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MALDI) proteomik analizlerde 6nemli hale gelmistir. MS’ ler, birden fazla analizérle, 6rnegin
Uclu kuadrupol, kuadrupol - TOF ve Tandem TOF ile donatilabilir (68, 72).

Bir protein icin elde edilen kiitle spektrometrik veriler ile giderek artan popllasyonun
gen dizilimlerinin korelasyonunu saglayan yaziim algoritmalari 1993’ den itibaren
yayinlanmistir. Bu gelismeler ile MS’ in fonksiyonel bir genomik teknik haline dénlismesini
saglamistir. Son birkag yil, protein karakterizasyonu icin daha glgcli cihaz ve algoritmalar
gelistirilmistir. Ayni zamanda yiksek duyarliik icin molekiler biyolojinin taleplerini
karsilamak tzere MS gelistirilmis ve proteomik kavrami da popliler hale gelmistir (26). Bu
alanda saflastiriimis proteinleri incelemek icin esas cihaz MS’ dir. Proteomik tarihi 1970’ li
yillara, yuzlerce ya da binlerce proteinin tek bir jel Gzerinde ilk uygulanmasini saglayan 2D
jellerin kesfine dayanir (7, 8). Jeller Uzerinde ayrilan lekelerin tanimlanmasi, zahmetli bir
¢alisma olmaya 1990’ li yillarda MS’ in yeterince hassas ve saglam bir teknik haline gelmesine
kadar devam etmistir.

GUndmuzde, MS’ in proteomik analizlerde 3 ana alanda kullanimi mevcuttur:
Biyoteknoloji alaninda énemli bir gérev olan rekombinant proteinlerin ve diger makro
molekullerin karakterizasyonu ve kalite kontroli icin tercih edilen tekniktir. Ayni zamanda,
proteinlerin tanimlamasi icin yaygin olarak kullanilir. MS, proteinin molekuler agirligini
Olctlgl icin, PTM' lerin tespiti ve karakterizasyonu igin tercih edilen bir yontemdir ve
potansiyel olarak bir proteinin kitlesini degistiren herhangi bir kovalent modifikasyonu
tanimlayabilir (69).

Simdiye kadar proteinler, zaman alici bir ydontem olan otomatik Edman yikimi ile
dizilenmistir (73). Peptid dizileme yontemi (PMF)' nin gelisimi, protein analizinin hizini 5nemli
Olclide artirmistir. Analiz edilen protein, spesifik bir proteaz ile proteolizden sonra, protein
amino asit dizisine gore bir peptid seti lretir. Bu peptidler daha sonra bir dizi veri tabanindan
tliretilen teorik kitleler ile karsilastirilir. Bu yaklasimin avantaji, analiz icin cok az miktarda
materyale ihtiya¢ duyulmasi ve proteinlerin ¢cok hizli tanimlanmasinin mimkiin olmasidir.
Ancak protein dizisinin, yaygin olarak kullanilan yazilim (6rnegin MASCOT) tarafindan
belirlenecek veri tabaninda bulunmasi ve protein karisiminin analizi karmasik hale getirmesi

nedeniyle protein numunesinin nispeten homojen olmasi gerekmektedir (74).
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Segilen peptidlerin pargalanma spektrumlari, iki analizér (tandem-in-space MS)
iceren Tandem MSile verilir. Birinci kiitle analizor(, bir carpisma hiicresinde pargalanmis olan
bir 6ncll iyonunu ayirir. Parcalanma Urinleri kiitle analizi igin ikinci bir analizore iletilir.
Tandem MS, Ugli kuadrupol, kuadrupol-TOF ve Tandem TOF cihazlar ile analiz
gerceklestirilir. Duslk enerijili carpisma kaynakl ayrisma (CID), amid baginda yarilma sonucu
olusan peptid fragmanlarini olusturmak icin en sik kullanilan bir yontemdir. CID' deki
parcalanma, bir carpisma hiicresinde helyum veya argon gibi inert bir gazin atomlariile 6nci
iyonlarinin carpismalariyla gerceklestirilir. Elektron transferi ayrismasi, kullanilan anyon
molekdllerinin (antrasen gibi) reaksiyona girdigi ve bir elektronu peptid iyonuna transfer
ettigi baska bir ayrisma teknigidir. Aktarilan elektron, peptid omurgasinin rastgele
ayrismasina neden olur (75). Peptidlerin parcalanma spektrumlari, gesitli veri tabanlarindaki
parcalanma modelleri ile karsilastirilir. Tandem MS kullanimi, kompleks karisimlardaki
proteinlerin tanimlanmasini saglar. Yuksek kaliteli MS/MS spektrumlarn ile bilinmeyen

proteinin tanimlanmasi De Novo peptid dizilemesi ile mimkiindiir (68, 76).
2.6.3. iyonlastirma Yontemleri

Numune sisteme giris yaptiktan sonra ilk gerceklesen islem, iyonlastirma islemidir.
lyon kaynaklari, analiz edilecek maddenin tiiriine ve analizde istenilen bilgilere gére
secilmektedir. lyonlastirma farkli kaynaklarla saglanabilmektedir. Bunlar iyonlastirma tiiriine
gore elektriksel ark (kivilcim), elektronlar, fotonlar, 1si veya kimyasal reaksiyonlar olabilir.

lyon kaynaklari, gaz faz ve desorpsiyon iyon kaynaklari seklinde 2 grupta incelenebilir.
Gaz fazh iyon kaynaklarinda, 6nce numune buharlastirilir sonra iyonize edilir. Desorpsiyon
iyon kaynaklarinda ise sivi veya kati haldeki numune direkt gaz fazinda iyonlara dontstiraldr.
Elektron bombardimani, kimyasal iyonlastirma, alan iyonizasyonu gaz fazinda iyon
kaynaklarina sinifina girerken; alan desorpsiyonu, ESI, MALDI, hizli atom bombardimani,
termosprey iyonizasyon ise desorpsiyon iyon kaynaklarina sinifina girmektedir. Ugucu
olmayan ve islya dayaniksiz bilesiklere kolaylikla uygulanabilen desorpsiyon kaynaklari, diger

yontemlerle karsilastirildiginda biiyiik bir avantaja sahiptir (77).
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Bu iyon kaynaklarindan ESI’ in kullanimi oldukca yaygindir. Omiks calismalarda
oligontiikleotidlerin, polipeptitlerin, proteinlerin ve metabolitlerin analizinde siklikla
kullanilmaktadir. MALDI, nispeten diger iyonlastirma yontemlerine gore daha yeni olup,
peptid ve proteinlerin analizinde kullaniimaktadir (78, 79).

ESI, buylk polar molekdllerin pargalanmadan iyonlastiriimasinda kullanilan yumugak
(soft) iyonizasyon teknigidir. Bu iyonizasyon tekniginde, (izerine potansiyel uygulanan gok
kiiglk metal bir kapilerden ¢ozeltinin sabit bir hacimde gegmesi saglanir. Cikis yontindeki
levha ile kapiler arasinda yiiksek bir potansiyel fark olusturulur. Elektriksel alan ile ytklG sivi
kapilerin ucunda Taylor konisi adi verilen bir koni olusturur. Koninin ucunda olusan
damlaciklar, MS’ in girisine taginirlar. Bu damlaciklar kendilerine dogru gelen azot gaz ile
karsilasarak buharlasirlar. Kiicllen taneciklerdeki molekdller birbirlerini iterek daha kiglk
tanecikler olusturur. Nihayetinde ¢6zlicii tamamen buharlastiginda, tanecigin izerindeki ylik

molekullere aktarilir ve iyonlar kitle analizoriine dogru hareket ederler.
2.6.4. MALDI (Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon/iyonizasyon)

MALDI - MS, gaz fazinda protonlanmis iyonlar treten ve analitin molekuler agirhgini
tayin etmek igin kullanilan bir tekniktir. MALDI, yumusak bir iyonizasyon teknigi olarak kabul
edilir, yani analit molekiillerinden az sayida fragment (parcalanma Uriini() olusumu ile analizi
saglar. Bu nedenle, nikleik asitler ve proteinler gibi biyomolekdller dahil olmak tzere ¢ok
cesitli numunelerin analizi icin yaygin bir teknik haline gelmistir. MALDI’ nin TOF ile birlesimi
ile olusan MALDI-TOF-MS sistemi, genomik ve proteomik arastirmalar icin basit, duyarl ve
hizli bir tekniktir (80).

Karas & Hillenkamp (81) tarafindan 1980'lerin sonunda gelistirilen MALDI, 2
“yumusak iyonizasyon” yonteminden biridir. Gaz fazi, protonlanmis molekdiller Giretmek icin,
matriks materyali ve analit molekdilleri iceren karisimin bir miktari, metal bir plaka Gzerine
pipetlenir ve kristalizasyonu saglanir. Daha sonra, nano saniye lazer darbeleriyle (genellikle
337 nm dalga boyuna sahip kui¢lik nitrojen lazerler kullanilir) peptidler iyonize edilerek gaz
fazina gecer. Tipik olarak kullanilan matriks, lazerin dalga boyunda absorbansi olan kii¢tik bir
organik molekdldir. Biyomolekdiller ile calisildiginda a-siyano-4-hidroksisinnamik asit veya

dihidrobenzoik asit matriksleri kullanir. Matriksler, desorpsiyon ve iyonizasyon sirasinda
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biyomolekiillere verdikleri enerji miktarina ve dolayisiyla neden olduklari pargalanma
derecesine gore degisir (82).

MALDI’ de iyonizasyon isleminin kesin dogasi hala buiyiik élgtide bilinmemektedir ve
sinyal yogunluklari peptidlerin kristallere dahil edilmesine, desorpsiyon islemi sirasinda bir
protonun yakalanma ihtimaline ve peptid karisimlarinda baskilayici etkileri dahil olmak tGzere
bir dizi baska faktore baglhdir. Peptid karisimlarinda érnegin; bir C-terminali arjininine sahip
peptidler, genellikle bir C-terminali lizin ile peptidlerden daha yuksek sinyallere yol agar. Bu
nedenlerden dolayi, bir i¢ standart kullaniimadik¢a peptid pik yuksekligini mevcut 6rnek
miktari ile iliskilendirmek zordur (83).

MALDI deneylerinde numune, matriks ile karistirilir. Sivi matriks - numune karisimi,
Sekil 2.8." de gosterildigi gibi, celik MALDI plakasi tizerine tatbik edilir ve hava ile kurutulur.
Gogu MALDI matriksi, kullanilan lazerin optimal 151k emilimini gosteren konjuge zayif organik
asitlerdir (84). Yaygin MALDI-MS lazerleri ultraviyole bolgede farkli dalga boylarinda (6rnegin
337 nm’ de azot lazerler, 355 nm’ de Nd YAG lazerler gibi) veya yaklasik 3 UM dalga boyunda
infrared kullanilmistir (85). Numune lazer kullanilarak birka¢ nano saniyede bir seferde
isinlanir. Matriks, lazer 1si8in1 elektronik gegislerle absorbe eder ve bu da hizli isinmaya neden
olup matriks - numune karisiminin gaz fazina déniismesine neden olur (86). Matriksin 2
temel gorevi vardir: Desorpsiyonu saglamak icin lazer enerjisini emerken; diger gorevi ise
iyonizasyon icin numuneye aktarilan bir H* iyonlari kaynagi olmaktir. iyonlar, farkl kiitledeki
iyonlarin, iyon kaynagindan dedektore ilerleme siirelerini 6lgen bir TOF kiitle analizoriine
girer. Genellikle iyonlar, iyon kaynagi ve dedektor arasindaki esit potansiyel farki kullanilarak
hizlandirlir. iyonlara itme giicli, hizZlanma potansiyeli farki ile verildiginden, benzer iyonlar
benzer kinetik enerji kazanir ve iyonlarin hizi, bu nedenle, m/z orani ile belirlenir. Bu tez
calismasi  kapsaminda kullanilan MALDI-TOF/TOF-MS cihazinin sematik diyagrami
Sekil 2.9.” da gosterilmistir.

Cihazda daha hafif iyonlar daha hizli ilerler ve dedektore agir iyonlardan daha erken
ulasirlar. Dedektore ulasmak icin belirli bir m/z degerindeki iyonunun aldigi zaman daha
sonra bir kitleye donusttrulir ve iyonlarin sayi/siddeti degerine karsi grafige gecirilir.
Bununla birlikte, bazi durumlarda, iyon kaynaginda Uretilen ve TOF analizoriinde hizlanan

ayni m/z degerindeki iyonlar, tam olarak ayni zamanda harekete baslamayabilir ve ayni
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kinetik enerjilere sahip olmayabilir. Bu durum, ayni m/z degerindeki iyonlarin dedektore
farkli zamanlarda ulasmasi ile sonuglanir, pik genislemesine ve diistik ayirnm giicline yol agar.

Bu farkhliklari 6nlemek igin reflektor gibi gesitli ¢oziimler gelistirilmistir. Reflektor,
ugus borusunda ugus yoniinde hareket eden iyonlari, ugus yolunun tersine geviren, artan
elektrik alanli bir dizi levhadan olusan ucus tlpliniin sonunda bir optik iyon "aynasi" dir. Farkli
kinetik enerjilerle sahip ayni m/z degerindeki iyonlar, yansiticiya farkl derinliklere niifuz eder,
ilk 6nce yansiticlya gelen ve iyonlardan daha derine giren yiiksek kinetik eneriji iyonlari daha
az kinetik enerjiye sahip olur. Ylksek kinetik enerji iyonlarinin artan ugus yolu, ayni m/z
degerindeki iyonlarinin ve farkl baslangictaki kinetik enerjilerin hareket etmesine ve
dedektore ayni anda ulagmasina izin vererek, kiitle ¢ozintrlGguna etkin bir sekilde arttirir

(84).

f“; Kutle
& Analizorii
o
=
>
< O Analit ) Matriks
Sekil 2.8. MALDI lazer desorpsiyon stireci (87).
Lazer
MALDI CID Bolmesi Dedektor
Plakasi Hedef Gaz
: 5 — o TR,
% T A LA LT || DA LTS
i R et 111111 LLETHNY
1 N —VJ Reflektor
Vakum Vakum Vakum
Pompasi Pompasi Pompasi

Sekil 2.9. MALDI-TOF/TOF-MS’ in sematik diyagrami (87).
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2.6.5. Peptid Dizileme Galismalari ve De Novo Dizileme

Proteomik ¢alismalarda, tripsinle pargalanan proteinlerden elde edilen peptidlerin
kitlesi MALDI-TOF-MS veya ESI-TOF-MS ile tespit edilir. Peptidlere ait kiitle degerleri
proteinlerle ilgili veri tabanlarinda bilinen proteinlerin peptidlerine ait degerleri ile
karsilagtirarak protein analizlerinin gergeklestiriimesine peptid dizileme c¢alismalar kiitle
parmak izi denilmektedir.

Bu yontemde, enzimatik olarak parcalanmis bir proteinden bir "kiitle parmak izi"
tripsin gibi bir dizi spesifik proteaz ile elde edilir. Tipik olarak MALDI-TOF ile elde edilen bu
kitleler kiimesi, daha sonra veri tabanindaki her bir giris icin teorik olarak beklenen triptik
peptid kitleleri ile karsilastirilir. Proteinler, peptid eslesmelerinin sayisina gore siralanabilir.
Daha karmasik skorlama algoritmalari, kiitle dogrulugunu ve protein dizisinin ylizdesini
hesaba katmakta ve analiz igin bir gliven diizeyi hesaplamaya galismaktadir (88-90).

Peptid kiitlesinin 6lciimiinde elde edilen dogruluk, arastirmanin 6zglinlGgiind buyiik
Olclide etkiler (82, 91). Yiiksek kiitle hassasiyet (10 - 50 ppm) elde edildiginde, kural olarak en
az 5 peptid kiitlesinin proteine eslenmesi ve protein dizisinin % 15’ nin net bir tanimlamayi
kapsamasi gerekir. Bir eslesme bulunmasindan sonra, muhtemel modifikasyonlar dikkate
alarak, kalan peptidleri veri tabani sirasi ile iliskilendirmek icin bir 2. gecis arastirmasi
gergeklestirilir. Kitle parmak izi ayrica, kabaca benzer miktarda birkag¢ proteinden olusan
basit protein karisimlarini da ¢dzebilir. Ornegin, veri tabanlari ile kesin olmayan bir eslesme
ile iliskili peptidler tekrar arastirilabilir (92). Genel olarak, tek bir protein bileseninin hizli bir
sekilde tanimlanmasi igin peptid parmak izi kullanilir.

De Novo peptid dizilimi genellikle Tandem MS gerektirir. Bu teknikte, belirli bir parent
(precursor) iyonu bir MS'de secilir ve daha sonra carpismalarla ayrilir. Ortaya cikan Grlin
(doughter, product) iyonlari icin m/z degerleri ikinci bir MS’ de olgliir (93).

Proteinler ve peptidler (NH,-CaRH-COOH), iki amino asit arasindaki peptid baglar
(C-N baglan) ile birlestirilen amino asit zincirleridir. MS/MS'de parcalanma, 3 bilesenli
omurga baglarindan birini veya daha fazlasini hedefler: C-N (peptid bagi), Ca-C ve N-Co.
MS/MS spektrumlarinin yorumlanmasi, esas olarak, bu baglarin parcalanmasiyla olusturulan
diziye spesifik fragman iyonlarinin analizine dayanir. Fragman iyon tipi, parcalanmis omurga

baginin tipine ve fragmanin icerdigi terminale baglh olarak bir harf ile tanimlanir (93).
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Her bir bag kirilmasi, biri notr digeri yukli olan 2 tlire neden olur ve sadece yukli
tiirler MS ile saptanir. Yik, her 2 tlirtin kimyasina ve proton afinitesine bagli olarak kalabilir.
Bu nedenle, her bir amino asit kalintisi icin 6 olasi parcalanma iyonu vardir ve bunlar Sekil
2.10." da oldugu gibi etiketlenir. N - terminal fragmaninda tutulan yiike sahip olan a, b ve ¢
iyonlari ve C-terminal fragmaninda tutulan yiike sahip olan x, y ve z iyonlaridir. En yaygin
ayrilma bolgeleri b veya y iyonlarina yol acan CO-NH baglarinda bulunur. Bitisik iki b veya y
iyon arasindaki kiitle farki, R ile gosterilen 20 cesit amino asitten (Tablo 2.1.) birini gosterir.
ANELLLVNK peptidinin Tandem MS ile analizi sonucunda elde edilen b ve y iyonlarini

gosteren spektrum Sekil 2.11.” de verilmistir (93).

Tablo 2.1. Amino asit tablosu (93).

Tek Ug ..
Amino Asit Harfli | Harfli Kapal Formiil I:;’;I)e
Sembol | Sembol

Alanin A Ala -NH.CH.(CHs).CO- 71.0
Arjinin R Arg | -NH.CH.[(CH2)3.NH.C(NH).NH2].CO- | 1561
Asparagin N Asn -NH.CH.(CH2CONH.).CO- 114.0
Aspartik asit D Asp -NH.CH.(CH.COOH).CO- 115.0
Sistein F Cys -NH.CH.(CH,SH).CO- 103.0
Glutamik asit E Gln -NH.CH.(CH2CH.CONH).CO- 128.1
Glutamin Q Glu -NH.CH.(CH2CH,COOH).CO- 129.0
Glisin G Gly -NH.CH..CO- 57.0
Histidin H His -NH.CH.(CH2C3H3N.).CO- 137.1
izolsin I lle | -NH.CH.[CH.(CH3)CH..CHs].CO- 113.1
Losin L Leu -NH.CH.[CH2CH(CHs)2].CO- 113.1
Lizin K Lys -NH.CH.[(CH2)aNH2].CO- 128.1
Metiyonin M Met -NH.CH.[(CH2)2.SCHs].CO- 131.0
Fenilalanin F Phe -NH.CH.(CH2Ph).CO- 147.1
Pirolin P Pro -NH.(CH2)3.CH.CO- 97.1
Serin S Ser -NH.CH.(CH,0H).CO- 87.0
Treonin T Thr -NH.CH.[CH(OH)CHs).CO- 101.0
Triptofan W Trp -NH.CH.[CH2.CsHeN].CO- 186.1
Tirozin Y Tyr -NH.CH.[(CH2).CeH4.OH].CO- 163.1
Valin \Vj Val -NH.CH.[CH(CH3)2].CO- 99.1
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Sekil 2.10. Peptid omurgasinin pargalanmasi; b ve y iyonlari (93).
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Sekil 2.11. ANELLLVNK peptidinin Tandem MS ile analizi sonucunda elde edilen b ve

y iyonlarini gbsteren spektrum (94).
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2.6.6. Veri Bankalarinin Aragtiriimasi ve Protein Modifikasyonlari

Peptid dizileme ve De Novo dizileme ¢alismalarinda kullanilmak (izere gelistirilmis
bircok ticari yazilim ve internet izerinden erisilebilen veri tabanlari bulunmaktadir. SwissProt,
UniProt, NCBI, MASCOT gibi veri tabanlari proteomik ¢alismalarda kullaniimaktadir.

Protein modifikasyonlari tanimlanmaya engel teskil etmez. Triptik pargalanma ile
olusturulan peptid karisimindan sadece birkaci modifiye edilir. Ozellikle Tandem MS’ den
gelen veriler s6z konusu oldugunda, veri tabaninda benzersiz bir eslesme icin sadece az
sayida peptid gereklidir ve veri bankalari ile tarama yapilirken modifikasyonlar da bulunabilir.
Ornegin bir fosfopeptid, veri bankasindaki bir peptid dizisine, fosfo grubu (80 Da) ilavesiyle
ek bir kiitle artisi olusabilir (89).

2.7. Kanser ve Proteomik

Kanser, DNA'nin hasari sonucu hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal bir sekilde
blyumesi ve ¢ogalmasidir. Hiicre veya doku seviyelerinde genetik, genomik ve epigenetik
degisikliklerin neden oldugu proliferasyon (cogalma) ve apoptoz (programl hiicre 6limi)
gibi hiicre davranislarini kontrol eden normal hiicresel sinyal aglarinin diizensizlesmesinden
kaynaklanan ¢ok yonli bir hastaliktir (95).

GunUmuzde pek ¢ok kanser tiirii mevcuttur. Kanser akcigerlerde, memede, kolonda
ve hatta kanda bagslayabilir. Kanser tirleri bazi agilardan ayni olmalarina ragmen
buyuduklerinde ve yayildiklarinda farklilasirlar.

Vicudumuzdaki her bir hiicrenin belirli bir islevi vardir. Normal hticreler dizenli bir
sekilde bolunirler. Yiprandiklarinda veya hasar gordiiklerinde oliirler ve yeni hiicreler olusur.
Kanser, hiicrelerin kontrolden ¢cikmaya basladiginda ortaya ¢ikar. Kanser hiicreleri bliylimeye
ve yeni hiicreler olusturmaya devam edip normal hicreleri dislarlar. Boylece kanserin
basladig bolgede sorunlar olusur. Kanser hiicreleri ayrica basladigi bolge disindaki viicudun
diger bélgelerine de yayilabilir. Ornegin, akcigerdeki kanser hiicreleri kemiklere gidebilir ve
orada blylyebilir. Kanser hicrelerinin yayllmasina "metastaz" denir. Akciger kanseri
kemiklere yayildiginda, buna hala akciger kanseri denir. Bazi kanserler digerlerine gore daha
hizli buylr, yayilir ve tedaviye farkli yollarla cevap verirler. Bazi kanser tiirleri ameliyatla tedavi

edilirken digerleri kemoterapi denilen ilaglarla veya radyoterapiile tedavi edilir (96).
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Her yil on bir milyondan fazla kisiye kanser teshisi konmaktadir ve 2020 yilina kadar
her yil on alti milyon yeni vaka olacagl tahmin edilmektedir. 2005 yilinda diinya ¢apinda
toplam elli sekiz milyon 6limin, % 13' G kanser nedenlidir. Diinyada kanser kaynakl
olimlerin artmaya devam edecegi tahmin edilmektedir (25).

Kanser nedeniyle 6lim, aslinda mevcut ilaglarin yoklugundan kaynaklanmaz, ¢ok
gecikmis evrelerde kanser tanisinin konmasindan kaynaklanir (97). Erken teshis ve tedavi,
onkologlarin ve kanser biyologlarinin amaglarindan biridir (98). Hiicresel davranisi genler
kontrol etse de proteinler de bu mekanizmalar tizerinde etkilidir, ayrica protein ifadesi ve
aktivitesi, saglik ya da hastaligin molekiler temelini igerir. Spesifik olarak kanser ile ilgili olarak
tanimlanan proteinler, timoriin blylimesini, yayilmasini (invazyonu), metastazi, cevreleyen
hicrelerle etkilesimi ve tedaviye yaniti yonlendirir (99). Kanserdeki hiicre dongiisu, gen agi
da dahil olmak lizere protein sinyal agindaki degisikliklerin ortaya gikarilmasi, karsinojenezin,
kanser ilerlemesinin ve metastazin molekiler mekanizmasinin anlasiimasina yardimci olur ve
boylece farkli kanserler ve spesifik kanser alt tipleri icin benzersiz olan karakteristik
sinyallesme agini tanimlar. Sinyal agi degisiklikleri, genetik, epigenetik ve cevresel
degisikliklerden kaynaklanan karsinojenezin her asamasinda birikmekte ve ¢ok asamali bir
karsinojenez modeli olarak goriilmektedir (95).

Onkoproteomik, kanser hiicresindeki protein etkilesimlerini inceleyen proteomik
teknolojilerin  kullanildig1 proteomiklerin bir koludur. Kanser patogenezinin daha iyi
anlasiimasini saglamak, tani icin yeni timor biyobelirtegleri gelistirmek, proteomik veriler
araciigiyla hastaligin erken tespit ve tanisini saglamak proteomik uygulamalardaki
amaclardir. Onkoproteomik, kanserle ilgili tim protein ag), terapotik etkinligin ve toksisitenin
gercek zamanl degerlendirmesi, prognoz ve ilag¢ direnci ile iliskili kanser-protein agindaki
degisikliklere dayall tedaviyi hedefleyerek, terapotik kombinasyonlarin  segimini
bireysellestiren, kanser teshisi ve histopatolojisinin tamamlayicisi olan proteomik ¢alismalar
klinik calismalarda 6nemli bir yere sahiptir (25).

Kanserlere yonelik mevcut olan tarama testlerinin cogu, genel popllasyonun
taranmasinda yararl olacak yiiksek duyarlilik ve spesifiklikten yoksundur, bu yiizden bazi iyi
huylu (benign) ve kotl huylu (malign) timorler arasindaki farklilasma, hala klinik bir

sorundur. Onkoproteomigin ortaya cikisi ile tarama, erken tani ve tedaviye cevabin



33

ongorilmesinde kullaniimak Gzere yeni biyobelirtegleri kesfetme umudu saglanmistir.
Normal hiicreler gibi, cogu kanser hiicresi hayatta kalabilmek igin kritik olan fonksiyonlarinin
bakim ve canliligini saglamak igin goklu hticre igi sinyal yolaklari kullanir. Bu nedenle, hiicre
fonksiyonuna, hayatta kalmaya, proliferasyona ve reseptor ekspresyonuna entegre olan
hiicresel yolaklar, terapotik miidahale icin potansiyel hedeflerdir. Klinisyenler, bireysel olarak
hastanin proteomik profili temelinde, molekiiler hedefli ajanlarin ve diger tedavilerin

kombinasyonlarini 6nerebilirler (25).

2.7.1. Kolon Kanseri

Kolon ve rektum, sindirim sisteminin pargalaridir. Kolon, besin bilesenlerini
artiklardan ayirarak (su ve mineralleri alinan gidalardan ayirir), atiklar feces ile atilincaya
kadar depolama islevine sahiptir (100). Uzun tiip seklinde kas yapisina sahip, bu 2 kisim kalin
bagirsagl olusturmaktadir. Rektumun son 20 cm’ lik kismi olan kolon ise ince bagirsaklara
kadar olan kisimdir. Kolonun boyu yaklasik 180 - 190 cm, rektumun boyu ise yaklasik 20 - 25
cm’ dir.

Kolorektal kanser bir kalin bagirsak hastaligi olup erkekler ve kadinlarda en sik
karsilasilan kanserler arasinda yer almaktadir. (100).

Kanser, yasamin temel birimi olan hiicrede baslar. Saglikli insanlarda, hiicrelerin
blylumesi ve ¢ogalmasi viicudun ihtiyaglarina gore kontrol altindadir. Bu siire¢ yasamin
saglikli bir sekilde stirmesini saglamaktadir. Bazen hiicreler kontrol disi bir sekilde biylimeye
ve ¢ogalmaya baslar. Bu durumda biylime ve ¢ogalmanin bulundugu bolgelerde anormal bir
olusum gorulir, buna "timor" denir. Kolonda baslayan kansere kolon kanseri, rektumda
baslayan kansere ise rektum kanseri denir. Kolon veya rektumda olusan tiimorlere kolorektal
kanser de denilmektedir (100).

Kolorektal kanserlerin en sik gorilen belirtileri sunlardir;

- Bagirsaklarin calisma diizeninde ishal-kabizlik gibi degisikliklerin ortaya cikmasi ve

bu degisikliklerin 1-2 glinden uzun stirmesi,

- Bagirsakta tam bosalmama hissi,

- Diskida kan (koyu ya da parlak kirmizi) veya diski renginde koyulasma,

- Karinda kramp tarzinda agr, siskinlik veya gaz sikayeti,
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- Sebebi bilinmeyen kilo kaybi,

- Surekli yorgunluk.

Diger kanserlerde oldugu gibi kolon kanserleri de iyice blylyene kadar belirti
vermezler. Bu nedenle amag, daha kanserde belirti yokken tiimori belirlemek olmalidir.
Taramada Ulkemizde “gizli kan testi” uygulanmakta ve bu testi, 50 - 69 yas arasindaki
herkesin 2 yilda bir yaptirmasi 6nerilmektedir (96, 101-103).

Bu tez galismasi kapsaminda Caco-2 ve HT-29 kolon kanseri hiicreleri ile ¢alisiimistir.
Kanser tedavisinde kullanilabilecek bitkisel temelli kemoterapotik ilag olarak distinilen
ABS’ nin hastalara verilis yollari arastiriimis, invaziv ve oral yolla olabilecegi diistinUlmustur.
ABS’ nin enterik kapl kapsul dozaj seklinin gelistirilmesi ile kanser hastalari hastaneye
gitmeden oral yoldan kolaylikla alabileceklerdir. Enterik kaph kapsil, hedef organ olan
bagirsakta acildigi icin kolon kanseri hiicreleri tzerinde etki gosterebilecektir. Ayrica solid
kanser tiriinden olan kolon kanseri tedavisinde operasyonel islemlerde invaziv olarak direk
kitle icine enjekte edilebilecektir. Bu nedenlerle ABS’ nin antineoplastik etkisinin arastiriimasi
icin kolon kanseri hiicreleri segilmistir. Kolon kanseri hiicrelerinden de ABS’ nin cinsiyete bagli
bir etkisinin olup olmadigini arastirmak icinde erkek kanser hiicrelerinde Caco-2 ve disi
kanser hiicrelerinden HT-29 hicre hatlari kullanilmustir.

Caco-2 kolon kanseri hiicre hatti ile ilgili genel bilgiler Tablo 2.2 de bulunmaktadir.
Caco-2 kolon kanseri hiicrelerine ait duslk ve yiksek ¢oziinirlik goriintileri Sekil 2.12." de

verilmistir.

Tablo 2.2. Caco-2 kolon kanseri hiicre hatti ile ilgili genel bilgiler.

Organizma : | Homo sapiens, insan
Doku : | Kolon

Hiicre tipi . | Epitel hiicreleri

Hastalik : | Kolorektal adenokarsinom
Yas 1| 72

Cinsiyet . | Erkek

Etnik kéken : | Kafkas
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Sekil 2.12. Dusuk ve yuksek ¢oziinlrlikteki Caco-2 kolon kanseri hiicre gorintileri

(104).

HT-29 kolon kanseri hiicre hatti ile ilgili genel bilgiler Tablo 2.3.” de bulunmaktadir.
HT-29 kolon kanseri hiicrelerine ait disik ve yiksek ¢ozinirlik goriintileri Sekil 2.13.” de

verilmistir.

Tablo 2.3. HT-29 kolon kanseri hiicre hatti ile ilgili genel bilgiler.

Organizma : | Homo sapiens, insan
Doku : | Kolon

Hiicre tipi : | Epitel huicreleri

Hastalik : | Kolorektal adenokarsinom
Yas 1| 44

Cinsiyet : | Kadin

Etnik koken . | Kafkas
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Dustk ¢ozlinrlik

Sekil 2.13. Dustik ve ylksek ¢oztnurlikteki HT-29 kolon kanseri hiicre gorintuleri

(105).
2.7.2. Karaciger Kanseri

Hepatosellller karsinom, hepatositlerden kdken alan ve en sik rastlanan karaciger
primer malign timoridur. En sik gorilen 5. kanserdir. Kanserle iliskili morbidite ve mortalite
oranlari her gecen giin artmaya devam etmektedir. Hepatosellliler karsinom, karaciger
kanserlerinin % 90’ indan fazlasini temsil etmektedir ve diinya capinda 6nemli bir saglk
sorunudur. Hepatosellliler karsinom insidansi 70 yaslarinda en fazla gorilmektedir. Siroz,
hepatoselliiler karsinomun en biiyiik risk faktdriidir. Ulkemizde sirozun en sik rastlanan
nedenleri alkol ve viral hepatitler (HBV, HCV) olup diger faktorler arasinda erkek cinsiyet,
seker hastalig, sigara kullanimi, alkolden bagimsiz (non-alkolik) karaciger yaglanmasi, alfa-1-
antitiripsin eksikligidir (106).

Hepatosellller karsinom gelisimindeki asil sebep karacigerdeki rejenerasyondur.
Karacigerde etken ne olursa olsun ilk énce inflamasyon gériliir. inflamasyon sonrasinda

sirayla nekrozis, fibrozis ve rejenerasyon gelismektedir. Sirozun en 6nemli patofizyolojik
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gostergeleri fibrosiz ve rejenerasyondur. Rejenerasyon nodillerinden erken ve mutlak
hepatoma gelisebilir (107).

Hepatosellller karsinom hastalarinin yaklasik % 30' u, karaciger nakli veya ameliyat
gibi iyilestirici tedaviler icin uygundur (108). Ameliyata uygun olmayan ileri evre
hepatosellller karsinom hastalarinin yasam beklentisi 11 ay civarindadir (109).

Hepatit B, hepatit C veya sirozlu hastalarda gelisen timorler karaciger kanseridir.

Karaciger kanseri erken donemde genellikle bulgu vermemektedir. Timorin capi
biytidiikce karnin sag tarafinda yaygin bir agriyla belirti vermektedir. ileri evrede, siddetli
karin agrisi, kilo kaybi ve karinda sislik gozlenmektedir.

Hastaligin tanisinda, gorintileme yontemleriyle ile ultrasonografi, bilgisayarl
tomografi ve manyetik rezonans gibi cihazlarla karacigerdeki timor saptanir. Ayrica kanda
alfafetoprotein diizeyi bakilmaktadir (110).

Bu tez calismasi kapsaminda HepG2 karaciger kanseri hicreleri ile calisilmistir.
Kanser tedavisinde kullanilabilecek, bitkisel temelli kemoterapotik ilag olarak diistiniilen
ABS’ nin hastalara verilis yollari arastirilmis, invaziv ve oral yolla olabilecegi diistintlmustur.
ABS’ nin kapsul dozaj seklinin gelistirilmesi ile kanser hastalar hastaneye gitmeden oral
yoldan kolaylikla alabileceklerdir. Kapstl, midede acilip presistemik eliminasyonla hedef
organ olan karacigere gecip etkisini gosterebilecektir. Ayrica solid kanser tiiriinden olan
karaciger kanseri tedavisinde operasyonel islemlerde invaziv olarak direk kitle i¢ine enjekte
edilebilecektir. Bu nedenlerle ABS’ nin antineoplastik etkisini karaciger kanseri hicreleri
secilmistir.

HepG2 karaciger kanseri hiicre hatti ile ilgili genel bilgiler Tablo 2.4 de
bulunmaktadir. HepG2 karaciger kanseri hicrelerine ait disiik ve yiksek ¢ozintrliik

gorintileri Sekil 2.14. de verilmistir.
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Tablo 2.4. HepG2 karaciger kanseri hiicre hatti ile ilgili genel bilgiler.

Organizma : | Homo sapiens, insan
Doku : | Karaciger

Hiicre tipi : | Epitel hiicreleri

Hastalik : | Hepatoselliler karsinoma
Yas : | 15vyas (adolesan)
Cinsiyet : | Erkek

Etnik koken | : | Kafkas

Dusuk ¢ozunurlik Yiksek ¢ozlintrluk

Sekil 2.14. Dusik ve yuksek ¢ozunurlukteki HepG2 karaciger kanseri hiicre

gorintuleri (111).
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3. GEREG VE YONTEM

Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan hiicre hatlar (Tablo 3.1.), kimyasallar (Tablo

3.2.), hazir alinan tampon ¢ozeltiler (Tablo 3.3.), hazirlanan g¢ozeltiler (Tablo 3.4.), kullanilan

sarf malzemeler (Tablo 3.5.), cihazlar ve ekipmanlar (Tablo 3.6.) ve imaj analizi ¢alismalarinda

yararlanilan yazilim ve veri bankalari (Tablo 3.7.) asagida verilmistir.

Tablo 3.1. Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan hiicre hatlari.

Hiicre Hatti Firma Kullanim Amaci

Caco-2 ATCC Huicre kiltliri calismalarinda sitozolik fraksiyon eldesinde
HT-29 ATCC Huicre kiltliri calismalarinda sitozolik fraksiyon eldesinde
HepG2 ATCC Huicre kiltliri calismalarinda sitozolik fraksiyon eldesinde

Tablo 3.2. Tez calismasi kapsaminda kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Firma Kullamim Amaci

Aseton Sigma-Aldrich Proteinlerin ¢oktlrilmesinde

Metanol Lab-Scan Jelleri yikamak igin

Etanol Sigma-Aldrich Goriuntuleme cihazini
temizlemek igin

Glasiyel Asetik asit Sigma-Aldrich Jelleri yikamak igin

Triklorasetik asit (TCA) Merck Proteinlerin ¢oktirilmesinde

DL-Ditiyotreitol (DTT) Fluka Proteinlerin ¢oktirilmesinde

Protein yontem standardi Il (sigir | Bio-Rad Protein miktar tayininde

serum albiimin, 1.44 mg/mL) standart olarak

Konsantre protein boyama ¢ozeltisi Bio-Rad Protein miktar tayininde

Mineral Yagl Bio-Rad IEF (1. boyut)

Agaroz (1x Tris-Glisin-SDS, % 0.5 | Bio-Rad SDS - PAGE (2. boyut)

eritilmis agaroz ve % 0.001 bromfenol

mauvisi iceren)

lyodoasetamid (IAA) Sigma-Aldrich Alkilleyici ajan

% 30’ luk ultra saf gliserol Bio-Rad Dengeleme  tamponlarinin
hazirlanmasinda

Precision Plus Protein All Blue | Bio-Rad SDS - PAGE (2. boyut) icin

Standard marker olarak

Precision Plus Protein Unstained | Bio-Rad SDS - PAGE (2. boyut) icin

Standard marker olarak

Bio-Safe Coomassie G-250 stain boya | Bio-Rad Jelleri boyamak icin

SYPRO - Ruby Gel stain floresan boya | Bio-Rad Jelleri boyamak icin
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Tablo 3.3. Tez galigmasi kapsaminda satin alinan hazir tampon gozeltiler.

Tampon Cozeltiler Firma Kullanim Amaci

Homojenizasyon ¢ozeltisi (5 mM EDTA, | Bio-Rad | Sitozolik fraksiyon eldesinde

10 mM Tris-HCl, 120 mM NaCl, pH: 7.4)

Yikleme tamponu (50 mM DTT, 8 M | Bio-Rad | Coktlriilen  proteinleri  tekrar

ure, % 2 CHAPS, % 0.001 bromofenol ¢ozerek IPG seritlere yiklemede

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

Dengeleme tamponu 1 (375 mM Tris- | Bio-Rad | IEF (1. boyut) sonrasinda 2. boyut

HCl, 6 M Ure, % 2 DTT, % 2 SDS, pH: 8.8) icin IPG seritlerini sartlandirmada

Dengeleme tamponu 2 (375 mM Tris- | Bio-Rad | IEF (1.  boyut)  sonrasinda

HCl, 6 M Ure, % 2 SDS, pH: 8.8) SDS - PAGE (2. boyut) igin IPG
seritleri sartlandirmada

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

Tablo 3.4. Tez calismasi kapsaminda hazirlanan ¢ozeltiler.

Cozeltiler Hazirlama Kullanim Amaci
20 mM DTT, % 10 | 0.1234 g DTT ve 4.00 g TCA tartilmis, | Proteinlerin
(a/n) TCA iceren | Uzerine bir miktar aseton yavas yavas | ¢oktirtilmesinde

aseton ¢ozeltisi

ilave edilip ¢ozdiirimis ve hacim 40
mL’ ye asetonla tamamlanmistir.

IAA iceren dengeleme

0.0875 g IAA tartilmis, Gizerine 3.5 mL

IEF (1. boyut) sonrasinda

tamponu 2 dengeleme tamponu 2 ilave edilerek | 2. boyut igin IPG seritleri
karistirilmis ve taze hazirlanmistir. sartlandirmada

Protein boyama | Konsantre protein boyama ¢0zeltisi | Protein miktar tayininde

¢Ozeltisi ultra saf su ile 5 kat seyreltilerek ve

PTFE (0.45 um) filtreden stztlmustr.

Sigir serum alblimin
standartlari

100 pL suda, 0.2 - 0.9 mg/mL derisim
araliginda 6 nokta olacak sekilde, stok
sigir serum albliimin ¢o6zeltisinden
uygun miktarlarda alinarak
hazirlanmistir.

Protein miktar tayininde

Criterion XT MOPS
tamponu (1x)

Criterion XT MOPS tamponu (20x)
ultrasaf su ile 20 kat dilue edilip
magnetik karistiricida kanstirilmistir.

SDS - PAGE (2. Boyut)
Criterion™ Cell
hiicresinde  kullanilmak
Uzere

Saklama ¢ozeltisi

% 0.5 (h/h) asetik asit iceren sulu
¢ozeltidir. 100 mL’ lik ¢ozelti igin 100
mL’ lik balon jojeye bir miktar saf su
eklenmis, Uzerine 500 pL glasiyel
asetik asit ilave edilip ultra saf su ile
100 mL’ ye tamamlanmistir.

Jellerin MALDI-TOF/
TOF-MS analizine kadar
saklanmasinda
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Tablo 3.5. Tez calismasi kapsaminda kullanilan sarf malzemeler.

Malzeme Firma Kullanim Amaci

Mikropipet (10 - 100 - 1000 uL) Gilson Gozeltilerin hazirlanmasinda

Mikrospatiil Isolab Gozeltilerin 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)

Ready Strip IPG seritpH5-8,11cm | Bio-Rad IEF (1. boyut)

Elektrot kagidi Bio-Rad IEF (1. boyut)

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

IPG 1 Well Comb, 11 cm, 1.0 mm

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

Tablo 3.6. Tez ¢calismasi kapsaminda kullanilan cihazlar ve ekipmanlar.

Cihaz Firma Kullanim Amaci
MALDI-TOF/TOF-MS Absciex 5800 Proteinlerin tanimlanmasinda
UV - goriiniir bolge Agilent Protein miktar tayiniicin
spektrofotometresi

Sogutmali santrifij cihazi Hettich Proteinlerin ¢oktirilmesinde
Ultrasantrifiij cihazi Hettich Sitozolik fraksiyon eldesinde

Homojenizator

Schiitt Homgen

Sitozolik
homojenizasyonunda

fraksiyonun

Calkalamali inkiibator Nitta Cokturdlen proteinlerin  yikleme
tamponunda ¢oéziinmesinde

PROTEAN [EF Sistem Bio-Rad IEF (1. boyut)

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)

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

Universal Hood Il | Bio-Rad Jellerin goruntilenmesinde

(Goruntileme cihazi)

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
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Tablo 3.7. Tez calismasi kapsaminda kullanilan yazilimlar ve veri tabanlari.

Yazilm/ Veri Tabani Kullanim Amaci

PDQuest™ 2D Analysis | imaj analizinde (internet (izerinden (icretsiz bir sekilde
Software (versiyon 8.0, | kullanilabilmektedir)

Image Lab (Bio-Rad) Gorintileme cihazinda kullanilan program

MASCOT Proteinlerin tanimlanmasi ve nicel analizinde

UniProt Protein yapisi ve fonksiyonunu belirlemede

SwissProt Protein yapisi ve fonksiyonunu belirlemede

String Protein-protein etkilesimi analizinde

QuickGO Yolak analizinde

KEGG Yolak analizinde

Tez kapsaminda Caco-2, HT-29 ve HepG2 hiicre hatlarina uygulanan Ankaferd
Hemostat (ABS; Ankaferd Blood Stopper®), icerisinde bulunan 5 tane bitki ekstresinin sinerjik
etkisinden dolayl hemostatik ajan olarak da kullanilmaktadir. Tek kullanimlik ampul, tampon
ve sprey formunda bulunan ABS igerisinde I1sirgan otu (Urtica dioica) bitkisinin kurutulmus
kok ekstresi, asma (Vitis vinifera) bitkisinin kurutulmus yaprak ekstresi, meyan (Glycrrhiza
glabra) bitkisinin kurutulmus yaprak ekstresi, havlican (Alpinia officinarum) bitkisinin
kurutulmus yaprak ekstresi ve kekik (Thymus vulgaris) bitkisinin kurutulmus yaprak ekstresi
bulunmaktadir. Bu bitkilerin her biri tek basina endotel, kan hicreleri, hiicresel tGreme,
damar olusumu (anjiyojenezis) ve mediyatorler lizerinde etkilidir. ABS, kanama durdurucu
olarak kullanilan hemostatik ajandir. Ara Urin kategorisinde, insanlarin dis tedavisinde
kullanilmaktadir. Ayrica ABS’ nin insanlarda topikal kullanimiyla ilgili faz | klinik calismalari
2008 yilinda sonuglandiriimistir (112). Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji
Anabilim Dali tarafindan EN ISO 10993-1; 2006 “Tibbi cihazlarin biyolojik degerlendirilmesi”,
ISO 10993-10; 2002 “irritasyon ve Gecikmis Tipte Hipersensitivite Testleri” ve ISO 10993-10;
2002 “Sitotoksisite Testleri, in-Vitro Metodlar” kilavuzlarina uygun sekilde yapilan irritasyon,
duyarllik ve sitotoksisite testlerinde, ABS' nin irritasyon ve ciltte reaksiyon olusturmadigi ve
sitotoksik olmadigi belirtilmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda, proteomik calismalar icin Caco-2 ve HT-29 kolon
kanseri ve HepG2 karaciger kanseri hiicre hatlari kullanilmistir. Caco-2 ve HT-29 kolon kanseri

hiicre hatti ile calismalara baslanmis olup ABS ile hiicrelerin muamele sireleri 24 ve 72 saat
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olarak belirlenmistir. in-vitro hiicre kiiltiirii calismalarinda ABS’ nin kolon ve karaciger
hiicrelerine muamelesi s6z konusudur. in-vitro hiicre calismalarinda, disaridan bir muamele
oldugunda stress proteinleri devreye girer. Bu nedenle ABS’ nin 72 saatlik maruziyeti de
cahsilmistir. Sonuglar incelendiginde 24 saatlik proteomik calismalarda sadece stress
proteinleri saptanmamistir. Bu ABS’ nin bilinen antioksidan etkisinin yaninda gesitli etkilere
de sahip oldugunu gosterir ve bu nedenle ABS, HepG2 hiicrelerine 24 saat uygulanmistir. ABS
ile muamele edilen hicreler (T grubu) ve muamele edilmeyen hiicreler (C grubu) olarak
tanimlanmistir. Bu hiicrelerden elde edilen sitozolik fraksiyonlardaki proteinler énce pl
degerlerine, sonra kitlelerine gore 2D jel elektroforez ile ayrilip imaj analiz ¢alismalari
yapilmistir. C ve T gruplan icin distik miktarda ifade edilen (down-regulated) ve yiiksek
miktarda ifade edilen (up-regulated) proteinlerin karsilastirlmasiyla proteom diizeyinde
meydana gelen degisimler tanimlanmistir (57). Farklilastigi tespit edilen proteinlerin yapilari,
MALDI-TOF/TOF-MS cihazi ve PMF araciligiyla ile analiz edilerek aydinlatiimistir.

Celebier’ in (57) 2013 yilinda yapmis oldugu “HT29 ve K562 kanser hiicrelerinde
protein ve metabolitlerin analizi icin gesitli analitik ydontemlerin gelistirilmesi” baslikl doktora
tez calismasinda, biberiye ekstreleri HT-29 ve K562 kanser hiicrelerine uygulanmis ve

antikanser aktivitenin olup olmadigi 2D jel elektroforezle arastirilmistir.
3.1. Hiicre Kiiltiirii Cahismalari

Bu tez ¢alismasi kapsaminda 3 farkli hiicre hatti kullanilmistir. 114S500 no’ lu
TUBITAK 1001 projesi kapsaminda Caco-2 ve HT-29 kolon kanseri hiicrelerinin hiicre kiiltiiri
calismasi gerceklestirilmistir. Bu amagla, Caco-2 ve HT-29 hiicreleri, ABS ile 24 ve 72 saat
muamele edilerek sitozolik fraksiyonlar elde edilmistir.

HepG2 hepatoselliiler karsinoma hiicreleri icin hiicre kiltliri calismalari, Hacettepe
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dal’ ndan Dog. Dr. Ayse Ercan ve
Dr. Bio. Selin Onciil tarafindan gerceklestirilmistir. Bu amacla HepG2 hiicreleri, ABS ile 24 saat
muamele edilerek sitozolik fraksiyonlar elde edilmistir.

Calisma kapsaminda kanser hiicrelerine uygulanacak en uygun ABS derisiminin
belirlenmesi amaciyla hiicre kiltlirti caismalarinda kullanilan sigir serum albliminin yizdesi

disurilerek sitotoksisite testlerinden olan MTT testi yapilmistir (113). Yapilan calismalar
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sonucunda ABS’ nin istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etkisinin gozlendigi en diistik dozu

8 uL/mL (ABS/Besi ortami) olarak saptanmistir.
3.2. Sitozolik Fraksiyon Eldesi

C ve T gruplarina ait Caco-2, HT-29 ve HepG2 hiicreleri, soguk DPBS (10 mM
Na;HPOs, 138 mM NaCl, 2.7 mM KCl, pH: 7.4, Sigma-Aldrich) ¢ozeltisi ile 2 kez yikanarak,
hazir satin alinan homojenizasyon tamponu igerisinde homojenizatér cihazi kullanilarak
parcalanmistir ve homojenize edilmistir. Ornekler, 14 dakika, 4 °C’ de, 14000 g'de,
santrifiijlenmistir. Olusan niikleer ve mitokondriyal fraksiyonlari iceren ¢okelek atilmis, elde
edilen slipernatant ise 1 saat, 4 °C ve 100000 g’ de, ultrasantrifiij cihazi kullanilarak tekrar
santriflij edilmistir. Elde edilen stipernatant yani sitozolik fraksiyon toplanmistir ve - 80 °C’ de

kullanilacag) zamana kadar 500 pL’ lik fraksiyonlar halinde saklanmistir.
3.3. Protein Miktar Tayini

Sitozolik fraksiyonlardaki protein miktarinin tayini icin "Bio-Rad™ Protein Assay"
yontemi kullaniimigtir. Bu yontem, "Bradford Protein Assay" ydntemini temel alan ve
¢ozlnebilir proteinlerin miktar tayininde kullanilan dogru ve basit bir yontemdir (114).
Caco-2 ve HT-29 kolon kanseri ve HepG2 karaciger kanserinden elde edilen Cve T gruplarina
ait sitozolik fraksiyonlar, - 80 °C’ den cikartilip oda sicakliginda ¢6zlinene kadar bekletilmistir
ve ardindan protein miktar tayini yapilmistir. Protein miktar tayini basamaklari asagida
verilmistir (n=3).

1. 6 tane test tlpline derisimi 0.2 ile 0.9 mg/mL olacak sekilde sigir serum alblimin
standartlarindan 100 pL alinmistir. Derisimi Olclilmek istenilen numunelerden 100 uL ayri bir
tlipe alinmistir. Ayrica homojenizasyon tamponundan 100 pL kér ¢ozelti hazirlanmasi igin
alinmistir.

2. Her bir tlipe taze hazirlanmis protein boyama c¢ozeltisinden 5 mL alinip
vortekslenmistir.

3. 5 dakika oda sicakliginda inkibe edilmis ve 595 nm dalga boyunda

spektrofotometre cihazi ile 1 saat icinde absorbansi okunmustur.
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4. Elde edilen absorbans degerleri sigir serum albimin standartlarinin derisimine
karsi grafige gecirilerek kalibrasyon grafigi olusturulmustur.
5. Numune c¢ozeltilerinin absorbansi, elde edilen regresyon denkleminde yerine

konarak numunelerdeki protein miktarlari hesaplanmistir.

3.4. Proteinlerin Coktiiriilmesi

Caco-2, HT-29 ve HepG2 hicrelerine ait C ve T gruplarindaki protein miktarlari
belirlendikten sonra her bir grup icin 3 tekrarli olmak tzere (3 tane C grubu, 3 tane T grubu
olmak tizere her bir hiicre hatti icin toplam 6 tane) numunelerden (her bir tiipte 250 pL’ de
1.5 mg/mL olacak sekilde hesaplama yapilmis ve numunelerden uygun miktarda alinmistir)
alinip 2 mL’ lik eppendorf tiplere konmustur. Her bir eppendorf tipe 20 mM DTT, % 10 (a/h)
TCA iceren ve -20 °C’' de bekletilmis soguk aseton ¢oOzeltisinden 1.5 mL eklenmis ve
proteinlerin ¢oktliglnin gozlenmesiyle vortekslenmis, - 20 °C’ de 24 saat bekletilmis ve
¢oken protein pelletleri gbzlemlenmistir. Bu asamada, proteinlerin geri kazaniminin en Ust
seviyede olmasi amaglanmaktadir. Sogutmali santrifiij cihazi kullanilarak 10 dakika, 14000
dev/dak (rpm)’ de, 8 °C’ de santrifiij edilmistir. Elde edilen santrifiigat atilmistir. Pelletler, 1
kere 0.75 mL ve 2 kere 0.5 mL, -20 °C’ de bekletilmis soguk asetonla yikanmistir. Pelletlerde
kalan aseton vakum santriflijde oda sicakliginda ucurulmustur. Tamamen kuruyan
eppendorf tlplerdeki her bir pelletin Gzerine satin alinan hazir yiikleme tamponunda 250 pL
(C ve T grubu icin son derisim 250 pl’ de 1.5 mg/mL olmustur, n=3) ilave edilmis ve 24 saat

boyunca oda sicakliginda orbital karistiricida karistirilarak inktibe edilmistir.

3.5. Proteinlerin IPG Seride Yiiklenmesi

Huicre hatlarinda bulunan proteinlerin pl degerleri, proteinlerde gézlenen varyasyon
nedeniyle farklilk gostermektedir. Bu nedenle 2D jel elektroforez calismalarinin
1. boyutunda kullanilacak olan IPG seritlerin, proteinlerin pl degerlerine gore uygun olmasi
gerekir. Bu nedenle orneklerle 6n calismalar yapilmis ve her hiicre hatti icin uygun pH
degerleri saptanmistir. 24 ve 72 saatlik Caco-2 ve HT-29 hiicreleri icin pH 4 - 7 IPG seritler,
24 saatlik HepG2 hiicreleri icin pH 5 - 8 IPG seritler kullanilmistir. IPG seritlerin pH

degerlerindeki farklilk, analiz basamaklarindan sadece IEF basamaginda uygulanacak olan
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programin degismesine neden olmustur. Proteinlerin IPG seritlere yiklenmesi asagida
basamaklar halinde anlatiimistir:

1. 250 pL yikleme tamponunda ¢oziinmis 375 pg protein gozeltisi, mikropipet
yardimiyla IPG serit tablasindaki kanal boyunca, kanalin basina ve sonuna temas etmeyecek

sekilde yayilmistir (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Numunenin IPG serit tablaya tatbiki.

2. IPG seritler, - 20 °C’ de saklanmistir ve deney sirasinda cikarilip oda sicakliginda
5 dakika bekletilmistir. IPG serit lizerinde bulunan jeli koruyan film, pens yardimiyla el
degmeden ayrilmistir (Sekil 3.2.).

3.1PGseridin jel kismi, IPG serit tablasina bakacak sekilde ve numune ile niifus edecek
sekilde bir pens yardimiyla el degmeden dikkatlice yerlestirilmistir (Sekil 3.2.).

4. IPG seridin jel ylizeyinin numune ile arasinda hava kabarcigi kalmamasi ve numune
ile tamaminin temas etmesi icin pens, IPG seridin lizerinde baski uygulamadan ve numuneyi
disari tasirmadan gezdirilmistir.

5. IPG serit tablasinin kapagi kapatilarak 2 saat bekletilmis, sonra da 2 mL mineral yag
ilave edilip 3 saat bekletilmistir.

6. IPG serit, ucundan pens yardimiyla kaldirilarak tablada numune ¢ozeltisinin kalip
kalmadigi kontrol edilmis, numune ¢ozeltisinin IPG seritteki jel tarafindan neredeyse

tamamen absorplandigi gorilmustir.
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E e

Sekil 3.2. IPG serit Gzerinden koruyucu bandinin ¢ikariimasi ve tablaya uygulanmasi.

3.6. IEF Uygulamasi (1. Boyut)

pH 4 - 7 IPG seritler, 24 ve 72 saatlik Caco-2 ve HT-29 hiicreleri icin kullaniimis,
pH 5 - 8 IPG seritler ise 24 saatlik HepG2 hiicreleri icin kullaniimistir. IPG seritlerin pH
degerlerindeki farklilik, analiz basamaklarindan sadece IEF basamaginda uygulanacak olan
programin degismesine neden olmustur.

IEF cihazinin 12 kanaldan olugan odaklama tablasinin 2 ucunda elektrik akiminin
gecmesine yarayan teller bulunmaktadir. Teller ile IPG serit arasindaki elektrik akimi, elektrot
kagidi denilen islatilmis kagitlarla saglanmaktadir. Bu tez galismasi kapsaminda, jel kismi
asaglya bakan anlamina gelen "Gel-Side Down Assembly" IEF yontemi kullanilmistir. Bu

yontemin analiz basamaklari agagida anlatilmistir:



48

1. Odaklama tablasindaki tellerin Uzerine kiiclik dikdortgen seklindeki elektrot
kagitlari dikkatli bir sekilde katlamadan ve parcalamadan yerlestirilir (Sekil 3.3.).

2. Elektrot kagrtlarinin her biri 5 pL ultra saf suile islatilir (Sekil 3.3.).

3. IPG seritler bir pens yardimiyla IPG serit tablasindan alinmistir (Sekil 3.3.).

4. IPG seridin pozitif ve negatif uclar, odaklama tablasinin pozitif ve negatif
elektrotlarina dikkat edilerek, jel kismi asaglya yani tablaya degecek sekilde yerlestirilmistir
(Sekil 3.3.).

5. 2.5 mL mineral yag, IPG seridin Uizerine ilave edilmistir (Sekil 3.3.).

6. Elektrot kagitlan ile IPG seridin temasin saglandigindan emin olunmasi igin

odaklama tablasinin IPG seritlerin ug¢ kismina konan elektrot agirliklar yerlestirilmistir (Sekil

3.3.).
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Sekil 3.3. Gel-Side Down yontemi islem basamaklari.
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7. IEF cihazina odaklama tablasi yerlestirilmistir.

8. Odaklama tablasi IEF cihazina (Sekil 3.4.) yerlestiriimis ve IEF icin Tablo 3.8. 'de
verilen program 1 gece (yaklasik 10 saat) boyunca uygulanmistir. IEF cihazi ile yapilan
odaklama islemi sirasinda uygulanan programlarin voltaj ve akim degerleri izlenerek kontrol
edilmistir.

9. islem sonunda kontrol edilen toplam volt x saat degerleri kayit altina alinmistir.

Sekil 3.4. Bio-Rad marka PROTEAN IEF sistemi.

Tablo 3.8. izoelektrik odaklamada pH 4 - 7 ve pH 5 - 8 IPG seritler icin uygulanan

program.
11 cm IPG serit | Voltaj Zaman Volt x Saat MpAmp | Mod
1. Basamak 250V 20 dakika | ---- 50 Hizh
2. Basamak 8000V | 1saat -—-- 50 Gradient
3. Basamak 8000V | ---- 26000 V x saat 50 Hizli
4. Basamak 750V -—-- -—-- 50 Hold

3.7. SDS - PAGE Uygulamasi (2. Boyut)

2D jel elektroforez ¢alismalarinda once pl degerine gore sonrada kiitlelerine gore
ayrilan proteinlerin boyanip jel haritalar goriintilenip imaj analiz calismalarinin yapilmasi
gerekir. Cesitli jel boyama teknikleri bulunmaktadir. Bu tez ¢calismasinda, Commassie mavisi
ve SYPRO - Ruby boyama teknikleri olmak tizere 2 farkli boyama yontemi kullanilmistir. Farkli
boyama teknikleri kullanildigi zaman 2. boyutta kullanilan marker olarak adlandirilan
isaretleyiciler boyama tekniklerine uygun olmalidir. 24 saatlik Caco-2 hiicrelerine ait Cve T

gruplari Commassie mavisi ile boyanip marker olarak "Protein All Blue Standard" kullanilmis;
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72 saatlik Caco-2 hiicreleri, 24 ve 72 saatlik HT-29 hiicreleri ve 24 saatlik HepG2 hiicrelerine
ait C ve T gruplari SYPRO - Ruby ile boyanip marker olarak "Protein Unstained Standard"
kullaniimistir. Proteinlerin 1. boyutta pl degerlerine gore (IEF (1. boyut)) ayrildiktan sonra
kitlelerine gore ayrilmasi icin uygulanan SDS - PAGE (2. boyut) analizi, asagida basamaklar
halinde anlatiimigtir:

1. IPG seritler odaklama tablasindan gikartilip, temiz bir sizgeg kagidi Gizerine jel kismi
kagida degmeyecek sekilde konmustur. IPG serit tzerindeki mineral yag alinabildigi kadar
uzaklastiriimistir.

2. IPG seritler, IPG serit tablasina jel kismi yukari dogru bakacak sekilde
yerlestirilmistir. IPG seritlerin her birinin Gzerine 3.5 mL "dengeleme tamponu 1" ilave edilip,
orbital karistiricida 15 dakika hareket ettirilmistir.

3. IPG seritler dengeleme tamponu 1’ den cikartilip stizlilmustir. Yine IPG serit
tablasina jel kismi yukari dogru bakacak sekilde yerlestirilip IPG seritlerin her birinin tzerine
3.5 mL "dengeleme tamponu 2" ilave edilip, orbital karistincida 15 dakika hareket
ettirilmistir.

4. Dengeleme tamponu 2' den ¢ikartilmig IPG seritler, hazirlanan "Criterion XT MOPS
Buffer (1x)" tamponu (SDS - PAGE icin katot ve anot tamponu olarak kullanilir) iceren
25 mL’ lik bir mezirin icine daldirilip Uzerindeki tampondan uzaklastirilir. Hazirlanan
"Criterion XT MOPS Buffer (1x)" tamponu ile elektroforez hiicresi (Criterion™ Cell)

doldurulmustur (Sekil 3.5.).
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Sekil 3.5. SDS - PAGE jellerin elektroforez hiicresine yerlestiriimesi.

5. SDS - PAGE hazir jel (Criterion XT jel % 4-12 Bis-Tris IPG 1 Well Comb, 1.0m,
11 cm) 4 °C’' de muhafaza edilmistir. Jelin Gzerindeki yesil renkli tarak alindiginda, jelin
Uzerinde IPG seridi yerlestirmek icin bir yuva ve marker icin hazirlanmis daha kiictik 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)" olarak adlandirilan tampona daldirilip gikartiimis
IPG seritlerin pozitif ve negatif uglarina dikkat edilerek ve jel kismi disa dogru bakacak sekilde
jel izerindeki yuvasina yerlestirilmistir (Sekil 3.6.).

7. Marker, kendi yuvasina bir mikropipet araciliglyla 6 puL hacimde ilave edilmistir
(Sekil 3.6.).

8. Agaroz ¢ozeltisi 40 °C’ de isitmali manyetik karstirici kullanilarak akiskan bir hal
alana kadar karistiriimistir. Jel kaseti icinde bulunan IPG serit ve marker yuvasinin {zerine
sicak agaroz ¢ozeltisi bir pipet yardimiyla ilave edilmistir (Sekil 3.6.).

9. Jel kasetindeki yuvasinda bulunan IPG serit, ince diz bir spatll yardimiyla jelle
temasi saglanmis ve jelle serit arasinda bulunan hava kabarciklari uzaklastinimistir.

10. Elektroforez hiicresinde belirtilen gizgiye kadar, anot ve katot haznelerine

SDS - PAGE tamponu doldurulmustur.
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Sekil 3.6. IPG seridin yerlestirilmesi, marker ilavesi ve sicak agaroz jelin uygulanmasi.

11. 3 tane elektroforez hiicresi (her bir hiicrede C ve T grubuna ait birer jelin oldugu
toplam 6 jelin elektroforezinin yapildigi sistem) cok cikish gilc initesine baglanarak jel basina
1 saat boyunca 50 V, elektroforez bitinceye kadar (yaklasik 2 saat) 75 V voltaj uygulamasi
yapilmustir (Sekil 3.7).

12. Agaroz cozeltisi icinde yer alan bromfenol mavisine ait serit, elektroforez
suresince jel Ustiinde dogrusal ve nizami bir bicimde ilerleyisi izlenerek elektroforezin
kontrolii saglanmistir. Mavi serit jelin en altina geldiginde elektroforezin tamamlandig
anlasilip ve glc kaynagl kapatilmistir. Her hiicredeki elektroforezin tamamlanma siiresi
yaklasik 195 dakika stirmustr.

13. SDS - PAGE islemi sonrasinda jel kasetleri elektroforez hiicresinden cikartilip, jelin

muhafaza edildigi kaset jel kaziyici yardimiyla jel kasetlerinin ucu kirilmistir.
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Sekil 3.7. Elektroforez hiicresi ve gli¢ kaynagl.

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

cikarilmis ve iginde saf su bulunan plastik kaplara konmustur.
3.8. Jellerin Boyanmasi ve Goriintiilenmesi

24 saatlik Caco-2 hiicrelerine ait C ve T gruplari Commassie mavisi ile boyanmis; 72
saatlik Caco-2 hiicreleri, 24 ve 72 saatlik HT-29 hiicreleri ve 24 saatlik HepG2 hiicrelerine ait

Cve T gruplari SYPRO - Ruby ile boyanmistir.
3.8.1. Coomassie Mavisi ile Boyama islemi

1. Kasetlerinden ayrilan her jel, farkl plastik kaplarda saf su ile yikanmistir. Yikama
isleminde jeller, 3 kere 200 mL’ lik saf su ile 15’ er dakika, daha sonra 100 mL su ile 24 saat
orbital karistiricida hareket ettirilerek yikanmistir.

2. 24 saatin sonunda plastik kaplarda bulunan yikama suyu atilmis, Coomassie G-250
boyama ¢ozeltisinden 50 mL (jel ylzeyini kaplayacak sekilde) ilave edilmistir. Plastik kaplar
aliminyum folyoyla sarilarak isiktan korunmus ve 24 saat orbital karistiricida hareket
ettirilerek jeldeki proteinlerin boyanmasi saglanmustir.

3. 24 saatin sonunda boya ¢ozeltisi atiimig ve 3 kere 200 mL’ lik saf suile 15’ er dakika,
daha sonra 100 mL su ile 24 saat orbital karistiricida karistirilarak jeller yikanmustir.

4. Saf su kullanilarak imaj goriintileme cihazinin tablasi sert olmayan ve partikiil

birakmayan bir pecete yardimiyla temizlenmistir.
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5. Goriintlleme cihazinda iyi bir gérlinti elde edebilmek igin objektif yakinlastirilmis
modda (zoom) calistirilmis, Image Lab yazilimi araciliglyla Commassie mavisi igin uygun
parametreler secilip jel goriinttleri TIFF ve JPEG uzantil resim dosyasi olarak kaydedilmistir.

6. Jeller MALDI-TOF/TOF-MS ile analiz edilinceye kadar 40 mL saklama ¢ozeltisinde,
plastik kabin tamami hava gegirmeyecek sekilde temiz streg film ile sarlarak 4 °C' de

buzdolabinda saklanmistir.
3.8.2. SYPRO - Ruby ile Boyama islemi

1. Kasetlerinden ayrilan her jel farkli plastik kaplarda saf su ile yikanmistir. Yikama
isleminde jeller, 3 kere 200 mL’ lik saf suile 15’ er dakika orbital karistiricida hareket ettirilerek
yikanmigtir.

2. % 7 asetik asit ve % 10 metanol iceren yikama g¢ozeltisinden 100 mL ilave edilmis
ve orbital karistiricida 24 saat hareket ettirilerek jellerin fiksleme islemi 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.

4. Yikama suyu atilip SYPRO - Ruby yani floresans boyama c¢ozeltisinden jel ylizeyini
kaplayacak sekilde 50 mL ilave edilmistir. Plastik kaplar énce 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 cozeltisi
ile temasta bulunmustur).

6. Saf su kullanilarak imaj goriintiileme cihazinin tablasi sert olmayan ve partikdil
birakmayan bir pegete yardimiyla temizlenmistir.

7. Goruinttleme cihazinda iyi bir gorlintli elde edebilmek icin objektif yakinlastiriimis
modda (zoom) calistirilmis, Image lab yazilimi aracihigiyla SYPRO - Ruby boyama islemi icin
uygun parametreler secilip jel gorintileri TIFF ve JPEG uzanti resim dosyasi olarak
kaydedilmistir.

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

buzdolabinda saklanmistir.
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3.9. imaj Analizi Calismalari

1. Resim dosyasl olarak kaydedilen jel gorintileri, imaj analiz programi olan
PDQuestTM yazilimina yiklenmistir. PDQuest™ programi jel haritalarinin belirlenmesi ve
farklilasan spotlarin tespiti amaciyla kullanilmistir.

2. C ve T grubuna ait 3’ er tane jel goriintiileri biitlin spotlari kapsayacak sekilde
PDQuest™ programi yardimiyla esit boya getirilmistir.

3. Gozle goriinebilecek en kiclk, en blylik ve en saydam spot isaretlenmis ve
program ile spot olabilecek butiin noktalar otomatik olarak bulunmustur.

4. Program tarafindan bulunan butin noktalarin ve otomatik olarak isaretlenen
noktalarin jel gorintileri teker teker yakinlastirilarak taranmis ve her bir jel icin koordinatlar
eslestirilmistir. Jel gorintileri Uzerinde, program tarafindan bulunamayan spotlar jel
gorlntlleri yakinlastirarak, jel gortintuleri izerinde adim adim ilerleyerek manuel olarak
bulunmaya calisilip her bir jel icin koordinatlari eslestirilmistir.

5. Her bir jel icin bitln spotlar eslestirildiginde ve spotlarin koordinatlari
belirlendiginde analiz kiimeleri tanimlanmustir.

6. Buitlin spotlar her bir jel icin eslestirildiginde ve koordinatlari belirlendiginde,
spotlar arasindan intensiteleri (yogunluklari) grup icinde birbiriyle istatistiksel olarak % 95
gliven seviyesinde ortlisenler "Statistic" adi verilen bir analiz kimesinde toplanmistir.

7. "Quant" adi verilen analiz kiimesinde, C ve T gruplari arasinda intensitelerinde en
az 2 kat farklilasma olanlar yani ortlisenler toplanmistir.

8."Booln" adi verilen kiime ise Statistic ve Quant kiimelerinin kesisim kiimesidir. Yani
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. Farkllastig tespit edilen ve MALDI-TOF/TOF-MS ile analiz edilecek spotlar, Cve T

gruplari icin ayri ayri tablolanmustir.
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3.10. Spot Kesimi, Jelden Spotlarin Eliisyonu ve Proteinlerin Peptidlerine

Pargalanmasi

Jeldeki proteinlerin kesilmesi, tripsin enzimi ile peptidlerine pargalanmasi,
MALDI-TOF/TOF-MS ile analizi ve PMF ile proteinlerinin tanimlanmasi ¢alismalari, Kocaeli
Universitesi Tip Fakdiltesi Dekart Proteomik Laboratuvarr’ nda, 1145500 no’ lu TUBITAK 1001
projesi ile hizmet alimi yapilarak gergeklestirilmistir.

2D jel elektroforez calismalariyla farkllastigl saptanan spotlarin kesimi, Spot-cutter
robotu (Bio-Rad) ile yapilmistir. Protein spotlarindan peptidlerin elde edilebilmesi icin
proteinlerin jel icerinde peptidlerine ayriimasi ve ardindan s jelden izole edilmeleri
gerekmektedir. Bu islem icin spot ornekleri % 50 asetonitril ve % 50 25 mM amonyum
bikarbonat ¢ozeltisi ile destain edilerek ¢alkalamali karistiricida yikanmistir. Yikama sonunda
ornekler, 25 mM amonyum bikarbonat igerisinde % 10 TCEP olacak sekilde 60°C’ de
10 dakika disulfit baglarinin kirlmasi saglanarak indirgenmistir. Daha sonra son derisimi
100 mM iyodaasetamit (IAA) olan 25 mM amonyum bikarbonat icerisinde oda sicakliginda
karanlikta 1 saat bekletilerek indirgenmis olan sistein yan zincirleri metillenmistir (alkilasyon).
Bu islemin sonunda 6nce spotlar asetonitril icerisine alinmis ve sonra asetonitril ugurularak
uzaklagtinlmistir. Son derisimi 10 ng/uL olan tripsin ile 30 °C’ de gece boyu peptidlerine
parcalanmustir. Zip - Tip pipet uclari dnce asetonitril ve % 0.1 triflorik asit ile dengelenip sonra
her numune 25 - 30 defa pipetlendikten sonra MALDI matriks ile MALDI plaka Uzerine

elisyonu yapilmistir (115).

3.11. Proteinlerin MALDI-TOF/TOF-MS ile Analizi ve Peptid Dizileme ile Proteinlerin

Tanimlanmasi

Jeldeki proteinlerin kesilmesi, tripsin enzimi ile peptidlerine pargalanmasi,
MALDI-TOF/TOF-MS ile analizi ve PMF ile proteinlerin tanimlanmasi calismalari Kocaeli
Universitesi Tip Fakiiltesi Dekart Proteomik Laboratuvari’ nda yapilmistir.

Zip - Tip (Milipore C18 pipet ucu) sonrasi MALDI plakasina yerlestirilen 6rneklerin,
MALDI-TOF/TOF-MS cihazinda analizleri yapilmistir. Yontemde lazer 15181 kullanarak iyonize
olan peptidlerin, vakumlu bir tip icerisinde ayrildiktan sonra m/z degerlerine gore

peptidlerin amino asit dizilimleri tanimlanmaya calisiimistir. MALDI kalibrasyonu, eksternal
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veya internal kalibrant kullanilarak yapilmig, her bir spektrum igin ortalama 200 lazer darbesi
kullanilmistir. Elde edilen tim spektrumlar, arama parametreleri; bir hatali kesim bdlgesi,
fiksed modifikasyon olarak karbamidometil (sistein), degisken modifikasyon olarak Met
oksidasyonu, peptid yliki + 1, monoizotopik kiitle degerleri, peptid kiitle toleransi + 50 ppm,
fragment kitle toleransi = 0.25 Da olarak belirlenerek MASCOT veri bankasinda analiz
edilmistir (115). Cihazdan elde edilen verilerin, on-line MASCOT veri bankasindan "Protein

Pilot" programi kullanilarak hangi proteine ait olduklari belirlenmistir.

3.12. Farklilagan Proteinlerin Fonksiyonu ve Protein - Protein Etkilesimi

Kolon ve karaciger kanseri hiicrelerinde farklilastigl saptanan proteinler arasindaki
biyolojik iliskiyi ortaya koymak ve hiicresel yolaklari belirlemek i¢in SwissProt, UniProt, String,

QuickGO ve KEGG programlari kullanilmustir.



58

4. BULGULAR

4.1. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalarina iligkin Bulgular

Bu tez galismasi kapsaminda 3 farkli kanser hiicre hatti kullaniimigtir. ABS ile Caco-2
ve HT-29 hiicreleri 24 ve 72 saat, HepG2 hiicreleri ise 24 saat muamele edilerek sitozolik

fraksiyonlar elde edilmistir.
4.2. Protein Miktar Tayini

Proteinlerin 2D jel elektroforez ile ayiriminin yapilabilmesi igin 6ncelikle elde edilen
sitozolik fraksiyonlardaki protein miktari, "Bio-Rad™ Protein Assay" ydntemi ile
belirlenmistir. Bu yontemde sigir serum alblmin standartlari kullanilarak kalibrasyon grafigi
cizilmis ve sitozolik fraksiyonlardaki protein miktarlari regresyon denklemleri kullanilarak

bulunmustur. Protein miktar tayini sonugclari Sekil 4.1. ve Tablo 4.1.” de gosterilmistir.

Bio-Rad™ Protein Yontemi
1
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Sekil 4.1. Bio-Rad™ protein miktar tayini kullanilarak olusturulan kalibrasyon egrisi.
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Tablo 4.1. Bio-Rad™ protein miktar yontemi tayini kullanilarak C ve T grubunda

bulunan protein miktarlar (mg/mL).

Hiicre Saat C Grubu T Grubu
24 saat 1.53 1.52
Caco-2 72 saat 3.04 2.75
24 saat 2.51 1.74
HT-29 72 saat 1.30 1.44
HepG2 24 saat 1.96 1.78

4.3. Caco-2 Kolon Kanseri Hiicrelerinde Proteomik Calisma Bulgulan

Caco-2 kolon kanseri hiicrelerinde, C ve T gruplarindan elde edilen sitozolik
fraksiyonlardaki protein miktarlari belirlendikten sonra fraksiyonlardaki proteinler
¢Oktlrdlmustir. Cokturilen proteinler ylikleme tamponunda ¢ozillip pH4 -7 ve pH 5- 8 IPG
seritlere ylklenmistir. Jellerde gozlenen spot miktarinin pH 4 - 7' de daha fazla olmasi ve
spotlarin birbirinden daha iyi ayrilmasi nedeniyle pH 4 - 7 IPG seritlerle calismaya devam
edilmistir. Proteinlerin pl’ larina gore ayrilabilmeleri igin farkli IEF programlari denenmis,
bBkz. Tablo 3.8." de verilen optimum kosullar belirlenmistir. lyi bir ayinm yaninda ayrilan
proteinlerin iyi bir bicimde boyanarak imaj analizi calismalarinda yogunluklarinin
(intensitelerinin) en dogru sekilde karsilastirlmasi, yapilan g¢alismanin saglikli sonuglar
verebilmesi agisindan biylik 6nem tasimaktadir. Bu amacgla Commassie mavisi ve
SYPRO - Ruby ile boyama teknigi denenmistir. 24 saatlik Caco-2 hiicreleri Commassie mavisi
ile boyanirken 72 saatlik Caco-2 hiicreleri SYPRO - Ruby ile boyanmis ve boyama islemi
sonucunda SYPRO - Ruby floresan boyasi kullanilarak gézlenen spot sayisi, Commassie mavisi
ile boyama sonucunda gozlenen spot sayisinin yaklasik 3 kati oldugu bulunmustur. 24 saatlik
Caco-2 hiicrelerinde Commassie mavisi ile boyama yapilmis, 72 saatlik Caco-2 hiicrelerinde

SYPRO - Ruby ile boyama yapilmistir (Bkz. Bolim 3.8.1. ve 3.8.2.) .
4.3.1. imaj Analizi Calismalan

Proteinlerin 2D jel elektroforez ile ayirimi sonrasi jeller boyanip goriintiileme cihazi

araciligiyla jel gorintileri alinmistir. Elde edilen jel goriintilerinin imaj analiz ¢calismalari,
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PDQuest™ yazilimi aracilifiyla yapilmistir. C ve T gruplari arasinda saptanan dusik veya

yuksek miktarda ifade edilen proteinler saptanmistir.

24 Saatlik Caco-2 Hiicrelerine Ait imaj Analizi Calismalari:
24 saatlik Caco-2 hiicrelerinin C ve T grubuna ait proteinler, 2D jel elektroforez ile
ayrilmig, jeller Commassie mauvisi ile boyanip goriintileme cihazi araciligiyla jel gérintdleri

alinmistir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Cve T grubuna ait tekrarli jel goriintileri (24 saatlik Caco-2 hiicreleri).

PDQuest™ programi ile C ve T gruplarina ait 3 tekrarl jellerin karsilastirilmasi
sonrasinda program tarafindan verilen sanal jel haritalari Uizerinde Caco-2 hiicre hatti icin
165 tane spot tespit edilmistir. Tespit edilen spotlarin tamami program tarafindan bulundugu

koordinata gore SSP (SSP: Secilmis spot pozisyonu) numaralari verilerek numaralandiriimistir.
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Farklilasan spotlarin tespiti, sadece gozle takip edilerek yapilirsa hatalara sebebiyet vermesi
nedeniyle Bkz. Bolim 3.9 da anlatildigi gibi PDQuest™ programinda 3 tane kime
tanimlanmistir. C ve T gruplar arasinda intensitelerinde en az 2 kat farklilasma saptanan
spotlardan olusan analiz kiimesine Quant adi verilmis ve 22 tane spot saptanmistir. Cve T
gruplarinin kendi icinde istatistiksel olarak % 95 giliven seviyesinde intensiteleri ayni oldugu
saptanmis spotlardan olusan analiz kiimesine Statistic adi verilmis ve 35 tane spot
saptanmigstir. Booln adi verilen kiime ise Statistic ve Quant kiimelerinin kesisim kiimesi olup;
grup icinde % 95 gliven seviyesinde intensiteleri uyusurken, gruplar arasinda en az 2 kat
intensiteleri farklilasan spotlardan olusan 19 tane spot saptanmistir. Saptanan 19 tane spot
goruntuleri tekrar incelendiginde bazi spotlarin birbirlerine gok yakin olduklari gozlenmistir.
Bu spotlarin ayni protein ailesine ait olabilecegi literatiirlerde yer almaktadir. Bu nedenle
iclerinden en yiiksek degisime sahip olanlar segilerek analiz edilmistir.

19 spottan 11 tanesi MALDI-TOF/TOF-MS analizi igin segilmis (Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.)
ve Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Dekart Proteomik Laboratuvar’ nda kesilerek
karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.” de verilen ilgili spotlarin yakin
goruntuleri Sekil 4.5. - 4.15.” de sunulmugtur (Kirmizi ile isaretlenen protein ABS’ nin etkisiyle
azalmis (under expressed), yesil ile isaretlenen protein spotlari ise ABS’ nin etkisiyle artmis
(over expressed)’ tir). ABS’ nin etkisiyle azalan proteinler (5 tane) Sekil 4.5.- 4.9.” da ve ABS’

nin etkisiyle artan proteinler (6 tane) Sekil 4.10. - 4.15.” de verilmistir.

Sekil 4.3. 24 saatlik C grubu Caco-2 hicrelerine ait goriint.
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Sekil 4.7. 5701 numarali spota ait gorintd.
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Sekil 4.10. 3404 numarali spota ait goriintd.
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72 Saatlik Caco-2 Hiicrelerine Ait imaj Analizi Calismalari:
72 saatlik Caco-2 hiicrelerinin C ve T grubuna ait proteinler, 2D jel elektroforez ile
ayrilmig, jeller SYPRO - Ruby ile boyanip goriintiileme cihazi araciligiyla jel gorintdleri

alinmistir (Sekil 4.16.).

C grubu (3 jel)

T grubu (3 jel)
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Sekil 4.16. C ve T grubuna ait tekrarl jel gériintileri (72 saatlik Caco-2 hiicreleri).

PDQuest™ programi ile C ve T gruplarina ait 3 tekrarli jellerin karsilastirilmasi
sonrasinda program tarafindan verilen sanal jel haritalari Gizerinde Caco-2 hiicre hattiicin 368
tane spot tespit edilmistir. Tespit edilen spotlarin tamami program tarafindan bulundugu
koordinata gore SSP numaralari verilerek numaralandirilmistir. Farklilasan spotlarin tespiti,

sadece gozle takip edilerek yapilirsa hatalara sebebiyet vermesi nedeniyle Bkz. Bolim 3.9.
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da anlatildigi gibi PDQuest™ programinda 3 tane kiime tanimlanmistir. C ve T gruplari icin
Quant kiimesinde 116 tane spot, Statistic kiimesinde 126 tane spot ve her 2 kiimenin kesisim
kiimesi olan Booln kiimesinde ise 78 tane spot saptanmistir. Saptanan 78 tane spot
gorintuleri tekrar incelendiginde bazi spotlarin birbirlerine ¢ok yakin olduklari gozlenmistir
ve iclerinden en yiiksek degisime sahip olanlar secilerek analiz edilmistir.

78 spottan 12 tanesi MALDI-TOF/TOF-MS analizi icin segilmis (Sekil 4.17. ve Sekil
4.18) ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Sekil 4.17. ve Sekil 4.18." de verilen ilgili
spotlarin yakin gorintuleri Sekil 4.19 - 4.30.” da sunulmustur (Kirmizi ile isaretlenen protein
ABS etkisiyle azalmis, yesil ile isaretlenen protein spotlariise ABS’ nin etkisiyle artmistir). ABS’
nin etkisiyle azalan proteinler (5 tane) Sekil 4.19. - 4.23.” de ve ABS’ nin etkisiyle artan
proteinler (7 tane) Sekil 4.24.- 4.30.’ da verilmistir.

Sekil 4.17. 72 saatlik C grubu Caco-2 hiicrelerine ait gorintd.
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4.3.2 Peptid Dizileme ile Proteinlerin Tanimlanmasi

En Ust diizeyde farklilasan spotlardan, Caco-2 hiicre hattinin 24 saatlik C ve T gruplari
icin 11 tane spot (SSP No: 2801, 3801, 5701, 7001, 6601, 3404, 4501, 9003, 9303, 9804 ve
9901); Caco-2 hiicre hattinin 72 saatlik C ve T gruplari icin 12 tane spot (SSP No: 1002, 1506,
6101, 7104, 9210, 3002, 4504, 4701, 5503, 5602, 6603 ve 6703) Kocaeli Universitesi
Proteomik Laboratuvar’’ nda jelden kesilmis, tripsin ile peptidlerine pargalanarak jelden
ekstre edilmistir. Ekstre edilen proteinler MALDI-TOF/TOF-MS ile analiz edilmis ve veri
bankalari kullanilarak tanimlanmistir. PMF igin MASCOT programi ve De Novo peptid
dizileme (Bkz. Bolim 4.5.) yontemleri kullanilmis, Caco-2 kolon kanseri hiicrelerine ABS’ nin
muamelesi sonucunda nicel anlamda distik ve yiksek miktarda ifade edilen proteinler

tanimlanmistir (Tablo 4.2. ve Tablo 4.3.).
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Tablo 4.2. 24 saat ABS ile muamele sonucunda Caco-2 hiicrelerinde nicel anlamda

disik ve yiksek miktarda ifade edilen proteinler.

24 Saat ABS ile Muamele (Caco-2)

SSP N ¢ T i Protein Ad
°| ortalama | Ortalama (céT_T/c rotein Ac
rani)
ABS’ nin etkisi ile azalan

Cinko parmak protein MYM-tip 4 (Zinc
2801 4.1 0.2 17.6 |finger MYM-type protein 4) 0OS=Homo

sapiens GN=ZMYM4 PE=1 SV=1

Glukoz regiile protein-78 (78 kDa Glucose-
3801 7.8 3.5 2.2 requlated protein) 0OS=Homo sapiens

GN=HSPA5 PE=1 SV=2

60 kDa i1si sok proteni (60 kDa heat shock
5701 3.4 0.4 8.5 protein), mitochondrial 0S=Homo sapiens

GN=HSPD1 PE=1 SV=2

Glutatyon S-transferaz P (Glutathione S-
7001 13.9 11.0 13 transferase P)  0S=Homo  sapiens

GN=GSTP1 PE=1 SV=2

Differentially expressed in FDCP 6 homolog
6601 - g 0.4 2.3 0OS=Homo sapiens GN=DEF6 PE=1 SV=1

ABS’ nin etkisi ile artan

Tubulin beta zinciri (Tubulin beta chain)
3404 16.1 46.8 2.9 0S=Homo sapiens GN=TUBB PE=1 SV=2

Tubulin alfa-1B zinciri (Tubulin alpha-1B
4501 9.3 24.5 2.6 chain) 0OS=Homo sapiens GN=TUBA1B

PE=1Sv=1

Protein DJ-1 OS=Homo sapiens GN=PARK?7
9003 2.0 4.0 2.0 PE=1 SV=2

Galaktokinaz (Galactokinase) 0OS=Homo
9303 0.5 10 1.9 sapiens GN=GALK1 PE=1 Sv=1
9804 0.8 2.3 2.7 Ezrin OS=Homo sapiens GN=EZR PE=1 SV=4
9901 02 06 24 Vinculin OS=Homo sapiens GN=VCL PE=1

sV=4
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Tablo 4.3. 72 saat ABS ile muamele sonucunda Caco-2 hiicrelerinde nicel anlamda

disik ve yiksek miktarda ifade edilen proteinler.

72 Saat ABS ile Muamele (Caco-2)

C T Degisim )
SSPNo Ortalama | Ortalama (C(/)T_T/c Protein Adi
rani)
ABS’ nin etkisi ile azalan

Okaryotik ceviri baslatma faktoérii 5A-1

(Eukaryotic translation initiation factor
1002 2991 863 3.5 5A-1) OS=Homo sapiens GN=EIF5A PE=1

SV=2

Tubulin alfa-1A zinciri (Tubulin alpha-1A)
1506 13766 3401 4.0 chain 0S=Homo sapiens GN=TUBA1A

PE=1SVv=1

Yiksek hareketlilik grubu protein B1 (High
6101 4922 20 246.1 |mobility group protein B1) OS=Homo

sapiens GN=HMGB1 PE=1 SV=3

Yiksek hareketlilik grubu protein Bl
7104 o 313 203 0S=Homo sapiens GN=HMGB1 PE=1 SV=3

PDZ ve LIM domain protein 1 OS=Homo
9210 - pros 2.7 sapiens GN=PDLIM1 PE=1 SV=4

ABS’ nin etkisi ile artan

Ferritin hafif zinciri (Ferritin light chain)
3002 7> 1946 25.9 0S=Homo sapiens GN=FTL PE=1 SV=2

Protein dislilfit-izomeraz A3 (Protein
4504 1725 5039 2.9 disulfide-isomerase A3) 0S=Homo sapiens

GN=PDIA3 PE=1 SV=4

70 kDa 1si sok proteni 1A/1B (Heat shock
4701 3648 10098 2.8 70 kDa protein 1A/1B) OS=Homo sapiens

GN=HSPA1A PE=1 SV=5

Protein disilfit-izomeraz A3 0S=Homo
5503 2965 6447 2.2 sapiens GN=PDIA3 PE=1 SV=4

Serum albumin 0OS=Homo sapiens
5602 722 2354 3.3 GN=ALB PE=1 SV=2

Serum albumin  OS=Homo sapiens
6603 2004 4738 2.4 GN=ALB PE=1 SV=2

Serum albumin OS=Homo sapiens
6703 6033 14471 24 GN=ALB PE=1 SV=2
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4.4. HT-29 Kolon Kanseri Hiicrelerinde Proteomik Calisma Bulgulari

HT-29 kolon kanseri hicrelerinde, ABS ile muamele edilen hicreler T grubu,
muamele edilmeyen hicreler C grubu olarak adlandirimistir. Elde edilen sitozolik
fraksiyonlardaki protein miktari belirlendikten sonra fraksiyonlardaki proteinler
¢coktlrilmustir. Coktlrilen proteinler yikleme tamponunda ¢oziiliip pH 4 - 7 seritlere
yuklenmistir. Proteinlerin pl' larina gore ayrilabilmeleri icin Bkz. Tablo 3.8." de verilen
optimum kosullar uygulanmistir. 24 ve 72 saatlik HT-29 hiicrelerinde SYPRO - Ruby ile

boyama yapilmistir.
4.4.1. imaj Analizi Calismalan

Proteinlerin 2D jel elektroforez ile ayrimi sonrasi jeller boyanip goriintileme cihazi
araciligiyla jel gorintileri alinmistir. Elde edilen jel gorintilerinin imaj analiz ¢alismalari,
PDQuest™ yazilimi araciligyla yapilmistir. C ve T gruplari arasinda saptanan dusik veya

yuksek miktarda ifade edilen proteinler saptanmistir.
24 Saatlik HT-29 Hiicrelerine Ait imaj Analizi Calismalan:

24 saatlik HT-29 hiicrelerinin C ve T grubuna ait proteinler, 2D jel elektroforez ile
ayrilmig, jeller SYPRO - Ruby ile boyanip goriintiileme cihazi araciligiyla jel gorintdleri

alinmistir (Sekil 4.31.).
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Sekil 4.31. C ve T grubuna ait tekrarl jel gortintileri (24 saatlik HT-29 hicreleri).

PDQuest™ programi ile C ve T gruplarina ait 3 tekrarl jellerin karsilastirilmasi
sonrasinda program tarafindan verilen sanal jel haritalari Gzerinde HT-29 hiicre hattiigcin 277
tane spot tespit edilmistir. Tespit edilen spotlarin tamami program tarafindan bulundugu
koordinata gore SSP numaralari verilerek numaralandirilmistir. Farklilasan spotlarin tespiti,
sadece gozle takip edilerek yapilirsa hatalara sebebiyet vermesi nedeniyle Bkz. Boliim 3.9.
da anlatildigi gibi PDQuest™ programi 3 tane kiime tanimlanmistir. C ve T gruplari igin Quant
kiimesinde 47 tane spot, Statistic kimesinde 111 tane spot ve her 2 kiimenin kesisim kiimesi
olan Booln kiimesinde ise 40 tane spot saptanmistir. Saptanan 40 tane spot goriintileri
tekrar incelendiginde bazi spotlarin birbirlerine ¢cok yakin olduklari gézlenmistir ve iclerinden
en yuksek degisime sahip olanlar secilerek analiz edilmistir.

40 spottan 14 tanesi MALDI-TOF/TOF-MS analizi igin secilmis (Sekil 4.32. ve Sekil
4.33.) ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Sekil 4.32. ve Sekil 4.33." de verilen ilgili

spotlarin yakin gorintuleri Sekli 4.34.- 4.47.” de sunulmustur (Kirmizi ile isaretlenen protein
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ABS’ nin etkisiyle azalmis, yesil ile isaretlenen protein spotlari ise ABS’ nin etkisiyle artmistir).
ABS’ nin etkisiyle azalan proteinler (2 tane) Sekil 4.34. ve Sekil 4.35.” de ve ABS’ nin etkisiyle
artan proteinler (12 tane) Sekil 4.36.- 4.47.” de verilmistir.

Sekil 4.32. 24 saatlik C grubu HT-29 hiicrelerine ait goriinta.

Sekil 4.33. 24 saatlik T grubu HT-29 hiicrelerine ait gériintu.
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mn ABS ht29 C72 t1 c72

Sekil 4.47. 9503 numarali spota ait goriint.
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72 Saatlik HT-29 Hiicrelerine Ait imaj Analizi Calismalari:

72 saatlik Caco-2 hiicrelerinin C ve T grubuna ait proteinler, 2D jel elektroforez ile
ayrilmig, jeller SYPRO - Ruby ile boyanip goriintiileme cihazi araciligiyla jel gorintlleri

alinmistir (Sekil 4.48.).

C grubu (3 jel) T grubu (3 jel)

— S ——— -
— - | = - &
= wen = _-..- B E ..
. '—'7 - b -—-—-—i — g
> -~ . = s - - -
e
S — -—
- R -
— gt~ o
- - - -
> > g — - -

Sekil 4.48. C ve T grubuna ait tekrarl jel goriintileri (72 saatlik HT-29 hicreleri).

PDQuest™ programi ile C ve T gruplarina ait 3 tekrarl jellerin karsilastirilmasi
sonrasinda program tarafindan verilen sanal jel haritalari Gzerinde HT-29 hiicre hattiicin 234
tane spot tespit edilmistir. Tespit edilen spotlarin tamami program tarafindan bulundugu
koordinata gore SSP numaralari verilerek numaralandirilmistir. Farklilasan spotlarin tespiti,
sadece gozle takip edilerek yapilirsa hatalara sebebiyet vermesi nedeniyle Bkz. Bolim 3.9.

da anlatildigr gibi PDQuest™ programi 3 tane kiime tanimlanmistir. C ve T gruplari igin
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Quant kiimesinde 68 tane spot, Statistic kimesinde 125 tane spot ve her 2 kiimenin kesisim
kiimesi olan Booln kiimesinde ise 60 tane spot saptanmistir. Saptanan 60 tane spot
goruntuleri tekrar incelendiginde bazi spotlarin birbirlerine ¢ok yakin olduklari gbzlenmistir
ve iclerinden en ylksek degisime sahip olanlar secilerek analiz edilmistir.

60 spottan 19 tanesi MALDI-TOF/TOF-MS analizi igin segilmis (Sekil 4.49. ve Sekil
4.50.) ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Sekil 4.49. ve Sekil 4.50." de verilen ilgili
spotlarin yakin gorintileri Sekli 4.51.- 4.69.” da sunulmustur (Kirmizi ile isaretlenen protein
ABS’ nin etkisiyle azalmis, yesil ile isaretlenen protein spotlari ise ABS’ nin etkisiyle artmistir).
ABS’ nin etkisiyle azalan proteinler (3 tane) Sekil 4.51.- 4.53.” de ve ABS’ nin etkisiyle artan
proteinler (16 tane) Sekil 4.54.- 4.69.” da verilmistir.

Sekil 4.49. 72 saatlik C grubu HT-29 hiicrelerine ait goriinta.
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Sekil 4.50. 72 saatlik T grubu HT-29 hiicrelerine ait gortinta.

' ssp7406
- -—

©t29 ABS 72 sa 7 (Master) i

Sekil 4.51. 7406 numarali spota ait gorinta.
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SSP 7803

ht29 ABS 72 sa 7 (Master)

Image

i SSP 8408

-

ht29 ABS 72 sa 7 (Master) mn ABS ht29 C72 cl Raw 2-D Imfl mn ABS ht29 C72 ¢2 ¢2 v3 (Raw 2-D Imf} mn ABS ht29 C

ht29 T72 t1 2-D Imagel mn ABS ht29 T72

Sekil 4.53. 8408 numarali spota ait gorinta.
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mn ABS ht29 C72 ¢2 2 v3 (Raw 2-D Im® mn ABS ht29 C72

ht29 ABS 72 sa 7 (Master)

mn ABS ht29 T72 £2

3 (Raw 2-D Im:

el mn ABS ht29 T72 t1

mn ABS ht2

Sekil 4.54. 0102 numarali spota ait goriintu.

——

- - o--
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mn ABS ht29 C72 2 ¢2 v3 (Raw 2-D Im| mn ABS ht29

mn ABS ht29 C72 ¢l

ht29 ABS 72 sa 7 (Master)

Imifl mn ABS ht29 T72 t2 v3 (Raw 2-D Imags

mn ABS ht29 T72 t1 v3 (

Sekil 4.55. 0502 numarali spota ait gérintu.
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ht29 ABS 72 sa 7 (Master) - Raw 2-D Im@ mn ABS ht29 C72 c2

mn ABS ht29 T72 t1 v3 (Raw 2-D Imagz[§ mn ABS ht29 T72 t1

Sekil 4.57. 2404 numarali spota ait goriint.
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¥ ssp 000 ™

- A

ht29 ABS 72 sa 7 (Master)

2-D Imf§l mn

Sekil 4.58. 2603 numarali spota ait goriintu.
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SSP 2801 -
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ht29 ABS 72 52 7 (Master) | -

Sekil 4.59. 2801 numarali spota ait gérinta.
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ht29 ABS 72 sa 7 (Master)

Sekil 4.60. 2803 numarali spota ait goriintd.

SSP 2901

- -
ht29 ABS 72 sa 7 (Master)

Sekil 4.61. 2901 numarali spota ait goriint.
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SSP 2903

® e
120 ABS 72 2 7 (Master) MR

"a T

mn ABS ht20 T

SSP 3001

ht29 ABS 72 sa 7 (Master) n ABS ht2 el cl v3 Raw 7 w 2-D Imfl mn ABS ht29 C7

w 2-D Imagz| mn ABS ht2% w 2-D Imi| mn ABSht29 T72 ¢t

Sekil 4.63. 3001 numarali spota ait gérinta.
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ssp 4801-. -

, ht29 ABS 72 sa 7 (Master)
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Sekil 4.64. 4801 numarali spota ait goriintd.

"ht29 ABS 7252 7 (Master)

3 (Raw 2-D Im@ mn

mn ABS ht29 T72 t1 v3 (Raw 2-D Imag: [l mn ABS ht29 T72 t1_3 v3 (Raw 2-D Im:}l mn ABS ht29

Sekil 4.65. 4804 numarali spota ait gorinta.
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Sekil 4.66. 6206 numarali spota ait gorint.
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ht29 ABS 72 sa 7 (Master) - mn ABS ht29 C72 el (Raw 2-D Imf| mn ABS ht29
- I —— e

Sekil 4.67. 7702 numarali spota ait gorinta.
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SSP 7801

ht29 ABS 72 sa 7 (Master)

mn ABS ht29 T72 t1 v3 (Raw

Sekil 4.68. 7801 numarali spota ait goriintu.

SSP 7901
a

- - —
ht29 ABS 72 sa 7 (Master) y cl 3 (Raw 2-D L n 1 ABS 9 mn ABS ht29 C72

Sekil 4.69. 7901 numarali spota ait gorinta.
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4.4.2. Peptid Dizileme ile Proteinlerin Tanimlanmasi

En Ust dlizeyde farklilasan spotlardan, HT-29 hiicre hattinin 24 saatlik C ve T gruplar
icin 14 tane spot (SSP No: 5405, 7506, 1201, 1801, 2901, 2902, 3604, 4803, 5803, 6001, 6302,
7801, 9201 ve 9503); HT-29 hiicre hattinin 72 saatlik C ve T gruplariigin 19 tane spot (SSP No:
7406, 7803, 8408, 0102, 0502, 0513, 2404, 2603, 2801, 2803, 2901, 2903, 3001, 4801, 4804,
6206, 7702, 7801 ve 7901) Kocaeli Universitesi Proteomik Laboratuvari’ nda jelden kesilmis,
tripsin ile peptidlerine pargalanarak jelden ekstre edilmistir. Ekstre edilen proteinler MALDI-
TOF/TOF-MS ile analiz edilmis ve veri bankalari kullanilarak tanimlanmistir. PMF icin MASCOT
ve De Novo protein bankasi kullaniimis, HT-29 kolon kanseri hiicrelerine, ABS’ nin muamelesi

sonucunda nicel anlamda duisiik ve yiiksek miktarda ifade edilen proteinler tanimlanmigtir

(Tablo 4.4.ve Tablo 4.5.).
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Tablo 4.4. 24 saat ABS ile muamele sonucunda HT-29 hicrelerinde nicel anlamda

disik ve yiksek miktarda ifade edilen proteinler.

24 Saat ABS ile Muamele (HT-29)

C T Degisim )
SSPNo Ortalama | Ortalama (C(/)T_T/c Protein Adi
rani)
ABS’ nin etkisi ile azalan

Sitoplazmik Aktin 1 (Actin. cytoplasmic 1)
>405 10925 4312 2.5 0OS=Homo sapiens GN=ACTB PE=1 SV=1

Tubulin beta zinciri OS=Homo sapiens
7506 9876 3672 2.7 GN=TUBB PE=1 SV=2

ABS’ nin etkisi ile artan

Yiksek hareketlilik grubu protein Bl
§201 £2 2254 36.6 0S=Homo sapiens GN=HMGB1 PE=1 SV=3
1801 245 2496 10.2 Ezrin OS=Homo sapiens GN=EZR PE=1 SV=4

70 kDa 1s1 sok proteni 4L (Heat shock 70 kDa
2901 193 663 3.4 protein 4L) OS=Homo sapiens GN=HSPA4L

PE=1 SV=2

Keratin. tip Il sitoskeletal 1 (Keratin, type Il
2902 862 2530 2.9 cytoskeletal 1) OS=Homo sapiens GN=KRT1

PE=1SV=6

Koronin-1B (Coronin-1B) OS=Homo sapiens
3604 1039 2395 2.3 GN=CORO1B PE=1 SV=1

Src substrati  kortaktin (Src substrate
4803 624 2694 4.3 cortactin) OS=Homo sapiens GN=CTTN

PE=1SV=2

Src substrati kortaktin OS=Homo sapiens
5803 1060 2656 2.5 GN=CTTN PE=1 SV=2

Okaryotik ceviri baslatma faktérii 5A-1
6001 >086 11733 2.3 0OS=Homo sapiens GN=EIF5A PE=1 SV=2

Serin-treonin  reseptor kinaz (Serine-

threonine  kinase  receptor-associated
6302 2031 4222 2.1 protein) 0S=Homo sapiens GN=STRAP PE=1

Sv=1

Glukoz regiile protein-78 OS=Homo sapiens
7801 1347 2722 2 GN=HSPAS PE=1 SV=2

Uzama faktori beta-1 (Elongation factor 1-
9201 4607 10364 2.2 beta) OS=Homo sapiens GN=EEF1B2 PE=1

SV=3

Kalretikulin (Calreticulin) OS=Homo sapiens
9503 2516 5505 2.2 GN=CALR PE=1 SV=1
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Tablo 4.5. 72 saat ABS ile muamele sonucunda HT-29 hicrelerinde nicel anlamda

disik ve yiksek miktarda ifade edilen proteinler.

72 Saat ABS ile Muamele (HT-29)

C T Degisim
SSPNo Ortalama |Ortalama (céT_T/c Protein Ad
rani)
ABS’ nin etkisi ile azalan

Alfa-enolaz  (Alpha-enolase) = OS=Homo
7406 6955 797 8.7 sapiens GN=ENO1 PE=1 SV=2
7803 2097 27 77.7 Zyxin OS=Homo sapiens GN=ZYX PE=1 SV=1

Alfa-enolaz OS=Homo sapiens GN=ENO1
8408 11960 1992 6 PE=1 SV=2

ABS’ nin etkisi ile artan

Uzama faktori beta-1 OS=Homo sapiens
0102 1197 4474 3.7 GN=EEF1B2 PE=1 SV=3

Kalretikulin OS=Homo sapiens GN=CALR
0502 372 4926 13.2 PE=1 SV=1

Keratin, tip | sitoskeletal 10 (Keratin, type |
0513 2284 6293 2.8 cytoskeletal 10) 0OS=Homo  sapiens

GN=KRT10 PE=1 SV=6

NSFL1 kofaktor p47 (NSFL1 cofactor p47)
2404 - s .3 0OS=Homo sapiens GN=NSFL1C PE=1 SV=2

Drebrin benzer protein (Drebrin-like protein)
2608 174 354 21 OS=Homo sapiens GN=DBNL PE=1 SV=1

Glukoz regile protein-78 OS=Homo sapiens
2801 394 4086 10.4 GN=HSPAS PE=1 SV=2

Glukoz regile protein-78 OS=Homo sapiens
2803 590 2794 4.7 GN=HSPAS PE=1 SV=2

Keratin, tip | sitoskeletal 10 OS=Homo
2901 149 1289 8.7 sapiens GN=KRT10 PE=1 SV=6

Keratin, tip | sitoskeletal 10 OS=Homo
2903 170 1274 7.5 sapiens GN=KRT10 PE=1 SV=6

Okaryotik ceviri baslatma faktérii 5A-1
3001 3936 13756 3:5 OS=Homo sapiens GN=EIF5A PE=1 SV=2

Src substrati kortaktin OS=Homo sapiens
4801 346 2291 6.6 GN=CTTN PE=1 SV=2

Src substrati kortaktin OS=Homo sapiens
4804 1073 3913 3.6 GN=CTTN PE=1 SV=2

inorganik pirofosfataz (Inorganic
6206 1918 5617 2.9 pyrophosphatase) OS=Homo sapiens

GN=PPA1 PE=1 SV=2

Keratin, tip | sitoskeletal 10 OS=Homo

2 1 .

770 385 646 4.3 sapiens GN=KRT10 PE=1 SV=6

Keratin, tip Il sitoskeletal 1 OS=Homo sapiens
7801 861 3065 3.6 GN=KRTL PE=1 SV=6
2901 98 490 5 70 kDa 1s1 sok proteni 4L OS=Homo sapiens

GN=HSPAA4L PE=1 SV=2
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4.5. HepG2 Karaciger Kanseri Hiicrelerinde Proteomik Calisma Bulgular

HepG2 karaciger kanseri hiicrelerinde, ABS ile muamele edilen hiicreler T grubu,
muamele edilmeyen hiicreler C grubu olarak adlandinlmistir. Elde edilen sitozolik
fraksiyonlardaki protein miktari belirlendikten sonra fraksiyonlardaki proteinler
¢coktlrilmustir. Coktirdlen proteinler yiikleme tamponunda ¢oziillip pH 5 - 8 IPG seritlere
yuklenmistir. Poteinlerin pl' larina gore ayrilabilmeleriigin Bkz. Tablo 3.8." de verilen optimum

kosullar uygulanmig ve SYPRO - Ruby ile boyama yapilmistir.
4.5.1. imaj Analizi Calismalan

Proteinlerin 2D jel elektroforez ile ayrimi sonrasi jeller boyanip goriintlileme cihazi
araciligiyla jel gorintileri alinmistir. Elde edilen jel gorintilerinin imaj analiz calismalari,
PDQuest™ vyazilimi aracilifiyla yapilmistir. C ve T gruplari arasinda saptanan dusik veya
yuksek miktarda ifade edilen proteinler saptanmistir.

HepG2 hiicrelerinin Cve T grubuna ait proteinler, 2D jel elektroforez ile ayrilmis, jeller

SYPRO - Ruby ile boyanip gorlintlleme cihazi araciligiyla jel gérintuleri alinmigtir (Sekil 4.70.).
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Sekil 4.70. C ve T grubuna ait tekrarl jel goriintileri (HepG2 hicreleri).

PDQuest™ programi ile C ve T gruplarina ait 3 tekrarl jellerin karsilastiriimasi
sonrasinda program tarafindan verilen sanal jel haritalari lizerinde HepG2 hiicre hattiicin 224
tane spot tespit edilmistir. Tespit edilen spotlarin tamami program tarafindan bulundugu
koordinata gore SSP numaralari verilerek numaralandirilmistir. Farklilasan spotlarin tespiti,
sadece gozle takip edilerek yapilirsa hatalara sebebiyet vermesi nedeniyle Bkz. Bolim 3.9
da anlatildigi gibi PDQuest™ programi 3 tane kiime tanimlanmistir. C ve T gruplar icin
Quant kiimesinde 70 tane spot, Statistic kiimesinde 97 tane spot ve her 2 kiimenin kesisim
kiimesi olan Booln kiimesinde ise 60 tane spot saptanmistir. Saptanan 60 tane spot
gorintileri tekrar incelendiginde bazi spotlarin birbirlerine cok yakin olduklari gézlenmistir

ve iclerinden en yiiksek degisime sahip olanlar secilerek analiz edilmistir.
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60 spottan 13 tanesi MALDI-TOF/TOF-MS analizi igin segilmis (Sekil 4.71. ve Sekil
4.72.) ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Sekil 4.71. ve Sekil 4.72." de verilen ilgili
spotlarin yakin gortntileri Sekli 4.73 - 4.85” de sunulmustur (Kirmizi ile isaretlenen protein
ABS’ nin etkisiyle azalmis, yesil ile isaretlenen protein spotlari ise ABS’ nin etkisiyle artmistir).
ABS'’ nin etkisiyle azalan proteinler (9 tane) Sekil 4.73.- 4.81." de ve ABS’ nin etkisiyle artan
proteinler (4 tane) Sekil 4.82. - 4.85.” de verilmistir.

..4802
. 0802 o
- - 2 O .
- 2201 "
s 2101- -
- O% T o -
0101 - 6003

Sekil 4.71. C grubu HepG2 hiicrelerine ait gorintd.



Sekil 4.72. T grubu HepG2 hiicrelerine ait gorint.

— T oW . B
- - »e
SSP 0101 . > - . - - -

Sekil 4.73. 0101 numarali spota ait gérinta.
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SSP 0802

mn hepg2 tez_2 (Master)

T1 v3 (Raw 2-D Image) T3 v3 (Raw 2-D Image) T2x v3 (Raw 2-D Image)

SSP 1201 — { - - J
R - -

Cl ) 2 v3 (Raw 2-D Imaze C3 v3 (Raw 2-D Imags)

T1 v3 (Raw 2-D Image) T3 v3 (Raw 2-D Image)

T2x v3 (Raw 2-D Image)

Sekil 4.75. 1201 numarali spota ait gérinta.



109

b Ll
SSP 1503

me hepe? tez_2 (Master)
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SSP2101

mn hepg2 tez_2 (Master)

T1 v3 (Raw 2-D Image)

T3 v3 (Raw 2-D Imaze)

T2x v3 (Raw 2-D Image

Sekil 4.77. 2101 numarali spota ait goriint.
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mn hepe2 tez_2 (Master)
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SSP 5304

mn hepg2 tez_2 (Master)

C3 v3 (Raw 2-D Image

T1

v3 (Raw 2-D Image)

T3 v3 (Raw 2-D Image)

T2x v3 (Raw 2-D Image)

Sekil 4.79. 5304 numarali spota ait gorinta.
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mn hepe2 tez_2 (Master)

Sekil 4.80. 6003 numarali spota ait goriintd.
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T3 v3 (Raw 2-D Image)

Sekil 4.81. 7602 numarali spota ait gdriint.
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SSP 4101 d

mn hepe2 tez_2 (Master) f C2 v3 (Raw 2-D Image) €3 v3 (Raw 2-D Image

T1 v3 (Raw 2-D Imaze) T3 2o T2x v3 (Raw 2-D Image)

Sekil 4.82. 4101 numarali spota ait gérint.
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SSP 5303

mn hepe2 tez_2 (Master) C3 v3 (Raw 2-D Imaze)

T3 v3 (Raw 2-D Image) T2x v3 (Raw 2-D Image)

Sekil 4.83. 5303 numarali spota ait gorlinti.
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Sekil 4.85. 7406 numarali spota ait goriintd.
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4.5.2 Peptid Dizileme ile Proteinlerin Tanimlanmasi

En Ust duizeyde farklilasan spotlardan, HepG2 hiicre hattinin C ve T gruplari igin 13
tane spot (SSP No: 0101, 0802, 1201, 1503, 2101, 4802, 5304, 6003, 7602, 4101, 5303, 6302
ve 7406) Kocaeli Universitesi Proteomik Laboratuvar’ nda jelden kesilmis, tripsin ile
peptidlerine parcalanarak jelden ekstre edilmitir. Ekstre edilen proteinler MALDI-TOF/TOF-
MS ile analiz edilmis ve veri bankalari kullanilarak tanimlanmistir. PMF igin MASCOT ve De
Novo protein bankasi kullaniimig, HepG2 karaciger kanseri hiicrelerine ABS’ nin muamelesi
sonucunda nicel anlamda dusiik ve yiiksek miktarda ifade edilen proteinler tanimlanmistir

(Tablo 4.6.).
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Tablo 4.6. ABS ile muamele sonucunda HepG2 hiicrelerinde nicel anlamda dustik ve

yuksek miktarda ifade edilen proteinler.

24 Saat ABS ile Muamele (HepG2)
SSP N ¢ T Degisim P in Ad
°| ortalama | Ortalama (céT_T/c rotein Adi
rani)
ABS’ nin etkisi ile azalan
Uzama faktéri 2 (Elongation factor 2)
0101 1868898 495336 3.8 0S=Homo sapiens GN=EEF2 PE=1 SV=4
70 kDa 1sI sok proteni 1A/1B OS=Homo
0802 3975406 16310 243.7 sapiens GN=HSPA1A PE=1 SV=5
Proteazom subunite, alfa tip-5
1201 1988056 86970 22.9 (Proteasome  subunit alpha type-5)
0S=Homo sapiens GN=PSMAS5 PE=1 SV=3
Glukozidaz 2 subunite beta (Glucosidase 2
1503 2263849 192949 11.7 subunit  beta) 0S=Homo  sapiens
GN=PRKCSH PE=1 SV=2
Tropomiyosin alfa-3 zinciri (Tropomyosin
2101 6515852 2701061 24 alpha-3  chain) 0S=Homo sapiens
GN=TPM3 PE=1 SV=1
UV eksizyon tamir proteini RAD23
homolog B (UV excision repair protein
4802 1 4 7.2 .
80 3139888 e RAD23 homolog B) OS=Homo sapiens
GN=RAD23B PE=1 SV=1
Laktoylglutatyon liyaz (Lactoylglutathione
5304 4105637 1210836 3.4 lyase) OS=Homo sapiens GN=GLO1 PE=1
Sv=4
Gegisli endoplazmik retikulum ATPaz
(Transitional  endoplasmic  reticulum
6003 3922215 442182 8.9 ATPase) OS=Homo sapiens GN=VCP PE=1
SvV=4
Kreatin kinaz tip-B (Creatine kinase B-type)
7602 1814983 91261 199 0S=Homo sapiens GN=CKB PE=1 SV=1
ABS’ nin etkisi ile artan
Ig gama-1 zincirinin C bolgesi (Ilg gamma-1
4101 438281 9244496 21.1 chain C region) 0S=Homo sapiens
GN=IGHG1 PE=1 SV=1
Tubulin beta zinciri OS=Homo sapiens
5303 1191980 2890768 2.4 GN=TUBB PE=1 SV=2
Heterojen nikleer riboniikleoprotein F
(Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
2 2 1 .
630 45529 3613506 794 F) OS=Homo sapiens GN=HNRNPF PE=1
Sv=3
Keratin, tip | sitoskeletal 10 OS=Homo
27222 2 1 .
7406 72228 606190 9.6 sapiens GN=KRT10 PE=1 SV=6




4.6. Peptid Dizileme ve De Novo ile Proteinlerin Tanimlanmasi
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Caco-2, HT-29 ve HepG2 hicrelerinin ABS ile muamele edilmesi sonucunda

farkhlastig1 saptanan her bir spot, MASCOT programi ile analiz edilmis ve analiz sonucunda

en yliksek skora sahip peptid ve bu peptide ait aminoasit dizisi bulunmustur. HepG2 hiicre

hatti ile yapilan MASCOT analizleri sonucunda farklilastig tespit edilen proteinlerden

"Glukozidaz 2 subunite beta" proteinin AQQEQELAADAFK peptidine ait b ve y iyon

fragmentlerinin spektrumu ve m/z degerleriyle peptidin amino asit dizisi, MASCOT programi

ile yapilan analizlerin anlasilmasi icin Sekil 4.86. ve Sekil 4.87." de 6rnek olarak verilerek

gorsellestirilmistir.

MS/MS Fragmentation of AQQEQELAADAFK
Found in GLU2B_HUMAN, Glucosidase 2 subunit beta OS=Homo sapiens GN=PRKCSH PE=1 SV=2
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Matches : 13/191 fragment ions using 16 most intense peaks (help)

Sekil 4.86. Glukozidaz 2 subunite beta proteininin AQQEQELAADAFK peptidine ait

tlim iyonlar ile b ve y iyon fragmentlerinin spektrumu.
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Sekil 4.87. Glukozidaz 2 subunite beta proteinin AQQEQELAADAFK peptidine ait b ve

y iyonlarini m/z degerleriyle peptidin amino asit dizisi.

Farkhlastigl saptanan spotlar De Novo dizilimi yapilarak saptanabilmektedir. Ancak

bu yontem herhangi bir program kullaniimadan yapildiginda uzun siren zahmetli bir

yontemdir. HepG2 hiicre hatti ile yapilan analizler sonucunda farklilastigl tespit edilen

proteinlerden Glukozidaz 2 subunite beta proteinine ait MS spektrumu, secilen precursor

iyona ait MS/MS spektrumu ve amino asit dizisi, De Novo dizileme ile yapilan analizlerin

anlagilmasi igin Sekil 4.88.- 4.90.” da 6rnek olarak verilerek gorsellestirilmistir.
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Sekil 4.88. Glukozidaz 2 subunite beta proteinine ait MS spektrumu.
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5. TARTISMA

Saglikl bir kiside hiicreler (sinir hiicreleri harig) yasamsal fonksiyonlarinin devamliligi
icin boliinebilme yetenegine sahiptir. Olen hiicreler yenilenebilir ve cesitli yaralanmalara
ugrayan dokular onarilabilir. Saglikl bir hiicre sonsuza kadar boliinmeye devam edemez,
sinirl sayida bolinmeye ugrar ve buna apoptoz denir. Diinyada teshis ve tedavisi en zor
Olimcil hastaliklardan biri olan kanserde, hiicreler bolinme kontroliini kaybederek
kontrolsiiz bicimde bolinmeye baslarlar ve birikerek timorleri (kitleleri) olustururlar. Bunlar
da normal dokulara cesitli sekillerde zarar verip onlari tahrip ederler. Kanser tirlerinin
gelisimleri ve stirecleri birbirinden farklidir ve bu nedenle de farkli tedaviler uygulanmaktadir.

1990’ I yillarda baslayan “insan Genom Projesi” nin amaci, insan DNA’ sinda yer alan
genleri tanimlamak, tedavisi olmayan genetik hastaliklara yatkinlig belirlemek, bu
hastaliklarla ilgili genlerin yapilarini aydinlatip, yerlerini belirleyerek tani ve tedaviyi olanakli
hale getirmektir. insan Genom Projesi’ nin tamamlanmasindan sonra tip uygulamalari,
kanserin ortaya c¢ikmasi, ilerlemesi ve tedavisinde dahil olan genlerin (genomik)
tanimlanmasi, bu spesifik genlerin ne cevap verdigi ve iletisim aglarinda (fonksiyonel
genomik) nasil etkilestigi ve molekiler yolaklarda protein Urinlerinin (proteom) rolleri
temelden degistirilecektir. Kemoterapétik ilaglarin  gelistirilmesi ve erken teshiste
kullanilabilecek molekdillerin arastirilmasi dahil olmak lzere birgok ¢alismalar yapilmaktadir,
fakat halen klinik olarak kullanimda olan ¢ok az sayida biyobelirte¢ bulunmaktadir.
Proteomik, kanser arastirmalarina yaklasimi hizla degistiren teknolojilerden biridir.
Konvansiyonel proteomik, yiiksek ayirimh 2D jel elektroforezi ve kiitle spektrometrisi
kullanilarak protein tanimlamasidir (116). Proteomik sonuglar hem hiicre Gzerindeki genetik
etkiyi hem de ortamin etkisini ifade eder ve bu yizden biyobelirteglerin belirlenmesi ¢ok
degerlidir. Glinimuzde proteinler genlerin temel fonksiyonel ciktilaridir.

Proteomik ve genomik calismalarin amaci, insan DNA’ sinda yer alan, organizma
icerisinde kromozomun belirli bir kismini olusturan genleri tanimlamaktir. Binlerce
hicrelerden olusan viicudumuzun yasamsal fonksiyonlarinin devami icin gerekli yapi

taslarindan olan proteinler, genler tarafindan sentezlenmektedir. Genler tarafindan katlanan
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bitiin proteinler proteom adi verilen yapiyi olustururlar ve proteom icerisindeki bu
proteinler proteomik ¢alismalarla incelenmektedir.

Kiyaslamali (ekspresyon) proteomik ise 2 farkh kosulda toplam protein
ekspresyonunun nitel ve nicel analizidir. Kiyaslamali proteomik ¢alisma alaninda, belirli bir
hastalik durumunda hiicrede degisime ugrayan proteinlerin belirlenmesi, bir fiziksel veya
kimyasal uyarici ile karsilasiimasi durumunda bu durumdan etkilenen proteinlerin
incelenmesi yer almaktadir. Ornegin, bir kanser hastasina ait hiicre numunesi ve saglikli
bireye ait hlicre numunesi protein ekspresyonunun belirlenmesi amaciyla 2D jel elektroforez
ve kitle spektrometresi kullanilarak analiz edilebilmektedir. Bu yontemle, kanserli
hiicrelerde bulunmayan ve kanserli hiicrelerde bulunan proteinler; eksik veya fazla
miktardaki  proteinler  tespit  edilebilmektedir ve  sonuglar  karsilastirilarak
degerlendirilmektedir. Kiyaslamali proteomik ile elde edilen bulgular, hastaliklarda ilag
tedavilerinin potansiyelinin tespitini ve isleyisinin belirlenmesinde kullaniimaktadir (57).
Proteomik calismalar, kanserin gelismesi, ilerlemesi asamalari ile ilgili hiicresel olaylarin
molekiler diizeyde incelenmesinde 6nemlidir (117, 118). Klinik tim&r érnekleri ile yapilan
calismalar, kansere 6zgu protein markerlarinin tanimlanmasina yol agmis, erken tani ve
teshisi icin yeni yontemler gelistiriimis, kanserin temeli ve ilerlemesinin molekiler
karakterizasyonunu anlamak icin ipuglari vermistir (119).

Gen Ontolojisi (GO), gen fonksiyonlariyla ilgili kavramlarin tamamini ve bu islevlerin
birbirleriyle nasil iliskili oldugunu tanimlar. Biyolojik bilgi biriktikce GO stirekli gbézden gecirilir
ve genisletilir. GO, gen islevini 3 agidan ele alir:

e Molekiler fonksiyon (gen drlnleri tarafindan gergeklestirilen molekiler
dizeydeki aktiviteler),

e Hicresel bilesen (bir gen Grlininln bir islevi gerceklestirdigi hiicresel yapilara
gore konumlar),

e Biyolojik slrectir (daha blyik suregler ya da coklu molekiler faaliyetlerle
gerceklestirilen biyolojik programlar) (120).

ABS, Tirk hekimliginde hemostatik ajan olarak kullanilan ve Urtica dioica, Vitis
vinifera, Glycrrhiza glabra, Alpinia officinarum ve Thymus vulgaris bitkilerinin standardize

karisimindan olusan bitkisel bir ekstraktir. Bu bitkilerin hepsi endoteller, kan hicreleri,



121

hiicresel ireme, damar olusumu ve mediyatorler tzerinde etkilere sahiptir. Kaynaklarda bu
bitkilerin tek baslarina farkli aktivitelere sahip olduklariyla ilgili de veriler bulunmaktadir.
Thymus vulgaris’ in yapraklarinin, antioksidan etkisi kanitlanmis olan alfatokoferol ve butil
hidroksitoluenle kiyaslanabilecek diizeyde antioksidan etkiye sahip oldugu gosterilmistir
(121). Thymus vulgaris antispazmodik, karminatif, terletici, balgam soktiirlicii ve sedatif
ozelliklere de sahiptir. Kekigin ekstraktlari veya inflizyonlari sik sik bogaz ve brons
hastaliklarinda ve ayrica ishal, kronik gastrit ve istahsizlikta kullanilmaktadir (122). Glycrrhiza
glabra’ nin koklerinin, in-vitro hiicre kiltlrl calismalarinda antianjiyonik, antiinflamatuvar,
antioksidan, antitrombotik, antiaterosklerotik, antiplatelet ve antitiimoral etkilerinin oldugu
cesitli calismalarla gdsterilmistir (123-125). Ozellikle Vitis vinifera’ nin tohum ekstraktinin,
antioksidan, antiinflamatuvar ve antimikrobiyal aktivitelerin yani sira kardiyoprotektif,
hepatoprotektif ve ndroprotektif etkilere sahip olmasi gibi genis bir farmakolojik ve terapotik
etki spektrumuna sahip oldugu belirtilmistir (126). Alpinia officinarum’ un liposakkaridlerle
aktive edilen fare makrofajinda nitrik oksit Uretimini inhibe eder. Alpinia officinarum’un
romatizma, brons nezlesi, agiz kokusu, Ulser, ¢ocuklarda okslrik bogmaca, bogaz
enfeksiyonlari ve idrar kagirmayi kontrol altinda tutmak gibi kullanimlari mevcuttur (127).
Urtica dioica’ nin sicanlarda, nitrik okside bagl olarak endotel kaynakl hipotansif yanit
olusturmaktadir ve bunula birlikte antifungal, antiviral etkilerinden s6z edilmektedir. Urtica
dioicd’ nin ekstraktlarinin diliretik, hipotansif ve kardiyovaskiiler etkisi oldugu ve insan
lenfositlerinin cogalmasini uyarabildigi bildirilmistir (128-130).

ABS’ nin etkisinin temel prensibi, canli eritrositlerden kapstillenmis bir protein aginin
olusturulmasina dayanmaktadir. ABS’ nin neden oldugu protein ag olusumu kan
hicrelerinden 06zellikle eritrositleri bir araya getirerek olusur, ancak bu ag olusurken
organizmanin bireysel fizyolojik pihtilasma sistemlerini etkilemez (125). ABS’ nin damarlar ve
dokulardaki etkilerine yonelik deneyler yapilmistir ve deneysel major arteriyel damar
yaralanmalarina uygulanan ABS’ nin normal ve yiksek arter ici kan basinc kosullarinda,
kanama siiresini ve kan kaybini azalttigi tespit edilmistir. Cogu hasta icin, dis ¢cekimi ve
periodental cerrahi sirasinda kanamanin kontroli icin kullanilmakta ve 1 veya 2 mL ABS
yeterli olmaktadir (131). Ciddi kanama durumlarinda, ABS renal tlbuler hicresel

mikrobiyolojik ortamda topikal bir biyolojik yanit degistirici olarak islev gorebilir.
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ABS, apoptotik molekillerin dizenlenmesini (regiilasyonlarini) uyarir (132). ABS, burun,
tiroid, bademcik ve geniz eti hatta varis kanamasina bagl tedavide hastalarda glivenle
kullanilmistir (132-136). Ek olarak, ABS, Ust gastrointestinal kanamayi, sindirim kanalinda
hayati tehlikeye sokan arteriyel kanamay: ve soliter rektal Glser nedeniyle olusan kanamayi
kontrol etmek igin kullaniimistir (137-139). Ayrica, pihtilasma faktorleri II, V, VIII, 1X, X, Xl ve
XIl dlzeyleri ABS’ den etkilenmemistir ve bu nedenle, primer hemostaz eksikligi olan
hastalarda kullanilabilir (140). Biyomalzemelerin biyolojik ve toksikolojik ozellikleri klinik
kullanimlari igin énemlidir ve biyouyumlulugun birincil faktorl olarak in-vitro sitotoksik
tarama hiicre kiltiirt ile belirlenir. Bu nedenle Mihmanli ve arkadaslar (141) ABS’ nin
sitotoksik etkisini gdzlemlemek igin laktat dehidrojenaz deneyi, hiicre ¢ogalmasi deneyi ve
hemolitik deneylerini gerceklestirmislerdir.

ABS, hemostatik etkilerinin yani sira cok sayida hiicresel fonksiyon tizerinde rol oynar
ve vaskiler endotelyal hiicrelerindeki endotelyal protein C reseptorii (EPCR) ve plazminojen
aktivator inhibitori-1 (PAI-1), konsantrasyonuna bagl olarak farkli dinamik tersinir etkilere
sahiptir. Bu bulgulara dayanarak, ABS’ nin ani antihemorajik etkinligi, prohemostatik PAI-1 ve
asagi-regile (down-regulate) edilmis antikoaglilan EPCR’ nin ekspresyonunun arttiriimasina
baglanmistir. Bu durum ABS’ nin benzersiz hemostatik etkileriyle sonuglanmaktadir. Bu
mekanizma, ABS’ nin verilen bir dokudaki etkilerini aydinlatmak icin de énemli olabilir (132,
142). ABS’ nin sicanlarda ototoksik yan etkileri bulundugu belirtilmistir (143).

ABS' nin neden oldugu eritroid-protein aginin 6nemli proteomik bilesenleri,
Demiralp ve ark. (144) tarafindan ortaya konmustur. ABS’ deki bitki kdkenli proteinler,
nikotinamid adenin dinlikleotit fosfat (NADP) bagimli malik enzim, ribiloz
bifosfatkarboksilaz-bliylik zincir, maturaz K, adenozin trifosfat (ATP) sentaz alt birimi-p,
ATP sentaz alt birimi-a, kalkon-flavanon izomeraz-1, kalkon-flavanon izomeraz-2 ve aktin-
depolimerize edici faktorlerdir. Fonksiyonel proteomik calismalar, ATP sentaz, dynactin 5,
nikotinamid adenin dintkleotit (NADH) dehidrojenaz (ubiquinone) 1-a-subcomplex,
mitokondriyal NADP (+) bagiml malik enzim 3 ve niikleer faktor 1B-tip dahil olmak tizere ABS
icindeki insan peptidlerine benzeyen 35 farkli protein oldugu ortaya konmustur (144).

insanlarda 6liim, teknoloji ve kiltirdeki gelismeler nedeniyle degisime

ugramaktadir. Artan sanayilesme nedeniyle, kimyasal kanserojenlere maruz kalma da
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artmaktadir (145). Bu nedenle bu tez calismasinda, hemostatik ajan olarak kullanilan ve
kaynaklarda yer alan hemostatik etki mekanizmalarinin disinda kolon ve karaciger
kanserlerinde antineoplastik etkisinin olup olmadigini arastirmak ve boyle bir etki varsa hangi
genler, proteinler veya yolaklar tzerinden bu etkiye sahip oldugunu saptamak icin 2D jel
elektroforez ve MALDI-TOF/TOF-MS ile proteomik analizler gerceklestirilmistir.

ABS uygulanarak displazi (anormal hiicre - doku biytimesi) ve kanser hiicrelerinde

gerceklestirilen klinik calismalar kaynaklarda yer almaktadir ve Tablo 5.1." de sunulmustur.

Tablo 5.1. ABS’ nin kanser ile ilgili kaynak verileri.

Organizma/Hiicre/ | Etki Mekanizmasi/ Sonug Referans
Doku/Patoloji
Sicanlarda, 7,12- ABS’ nin DMBA' nin neden oldugu oral epitelyal displaziye karsi | (146)
dimetilbenz[a]antrasen | kemopreventif etkilere sahip oldugunu gostermistir. Bununla
(DMBA) kaynakli oral birlikte, DMBA’ nin neden oldugu oral epitelyal displazide ABS’ nin
epitelyal displazi kemopreventif potansiyelinin kesin molekiler mekanizmasini
netlestirmek icin daha fazla galismaya ihtiyag vardr.
insanlarda kolon | LGIB in nedenlerinden biride kolon kanseridir. LGIB" 1 durdurmak | (147-151)
kanserine bagl alt | icin ABS kullanilan ¢alismalar bulunmaktadir. ABS uygulamasinin
gastrointesinal teknik olarak ulasilmasi zor olan bolgelere kolay bir sekilde
kanamalar (LGIB) yapilabildiginden bahsedilmistir. ABS’ nin herhangi bir yan etkisinin
olmamasi nedeniyle tekrar tekrar kullanilabileceginden, bununla
birlikte antikoagtilan ve antitrombotik ilag kullananlarinda rahatga
bunu kullanabileceginden bahsedilmistir. Cerrahi midahalelere
gore daha az maliyet gozlemlenmistir.
Cocuklarda, ¢ocukluk | Calismada gocukluk cagi kanserlerinde kemoterapiye bagl ikincil | (152)
cag kanserlerinde | oral mukozitlerin profilaksisinde ve tedavisinde ABS' nin etkili
olusan oral mukozitler oldugunu gosteren ileriye doniik ve klinik bir calismadir. Standart
oral bakima ABS eklenerek, plazma sitriilin seviyelerindeki azalma
sinirlanmistir. Daha bliyiik numunelerle yapilacak olan randomize
¢alismalar ile, ABS’ nin oral mukozit profilaksisinde ve tedavi
protokollerinde kullanilmasini saglayacagini ortaya gikarmistir.
40 yasinda kaynak iscisi | Akciger kanseri, mesleksel astim ve pnémokonyoz gibi bircok | (153)
akciger hastalig literattirde kaynak dumani ile iliskilendirilmistir. Bu
vaka raporu, masif hemoptizi ile ortaya ¢ikan kaynak dumanlarina
bagl alveoler kanamanin ilk vakasidir. Bronkoskop probu ile
akciger loblarina buzlu salin ve ABS lavaji yapilmistir. Hemoptizi
glinden giine azalmis ve 6. glinde kaybolmustur.
10 vyasindaki erkek | Yutma giicliigli ve kanamali kusma sikayetiyle gelen cocuk hastaya | (150)
cocukta, primer | topikal olarak ABS uygulanan vaka raporudur. Bu calisma pediatrik
ozofagus bir hastada topikal 6zofageal ABS uygulamasi yapilan ilk klinik
adenokarsinom uygulama olmustur. Topikal ABS uygulamasinin neoplastik
gastrointestinal kanamayi kontrol etmek icin alternatif bir ydntem
olabilecegi ileri stirtilmistdir.
89 vyasinda kadinda, | Rektal karsinomun mezorektal eksizyon teknigi ile cerrahi | (154)
rektal karsinom midahalesi sirasinda 15 dakika ABS ile tampon vyapilarak
kanamanin durduruldugunu ifade eden bir vaka raporudur.
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Organizma/Hiicre/ | Etki Mekanizmasi/ Sonug Referans
Doku/Patoloji
Kanamali Topikal ABS uygulamasi ile kanamali gastrointestinal karsinomlar | (151)
gastrointestinal timor vaskilarizasyonunu azaltildigiyla ilgili bir vaka raporudur.
karsinomlar
Melanom hiicre | ABS' nin farkh derisim ve farkli zamanlardaki etkisi aragtirlmigtir ve | (155)
hatlart  (SK-MEL-10, | hiicre buylmesi (izerinde &nemli bir inhibitor etkisinin olup
SK-MEL-9, A2058 ve olmayacagini belirlemek igin t testi kullanilmistir. Uygulanan doza ve
MeWo hiicre hatlan) tedavi edilen hicrelerin farkli siire maruziyetine bagl olarak
hiicreler, ABS’ ye karsi farkli direngler gostermistir. ABS’ nin derisimi
ve inkubasyon suresinin hucrelerin canliig arasinda ters bir iligki
oldugu gosterilmigtir. ABS’ nin derigimi ve inkiibasyon suresi arttik¢a
hiicre canliiginin azaldigi gézlemlenmistir.
Saos-2 osteosarkom | ABS’ nin antineoplastik etkisi ilk 6nce Saos-2 osteosarkom hiicreleri | (156)
ve Caco-2 kolerektal | Uzerindearastinlmigtir. ABS 2, 4, 6, 8 ve 10 puL/mL derisimlerinde besi
karsinoma hiicre | ortamina ilave edilerek hicrelere  uygulanmistir.  Hiicre
hatti proliferasyonunda doza bagli bir azalma oldugu goézlenmis ve Saos-2
hiicrelerinin canliliginda belirgin bir azalma tespit edilmistir. Caco-2
hicre hattinda da ayni derigsimlerde ABS uygulanmis ve 2 pL/mL
derisimde azalma gézlenmeye baglanmis ve 10 pL/mL’ de daha
belirgin hale gelmistir. istatistiksel olarak anlamli 6liim gézlenmistir.
B-CLL ve RAJI lésemi | ABS' nin deneysel antineoplastik aktiviteleri |6semi ve lenfoid | (157)
ve lenfoid tiimor | neoplastik hiicre hatlannda gosterilmistir. 0.5, 1 ve 2 pg/mL
hiicre hatti derisimlerde calismalar yapilmistir. Yiksek dozlarda (> 0.5 pg/mL)
antineoplastik etkileri, diisiik dozlarda (< 0.5 pg/mL) ise hiicresel
farklilasmanin uyarildiginin ipuglarini vererek neoplastik kanamalarin
tedavisinde 6ncil gelismeler sunmustur.
K-562 and Jurkat | ABS’ nin PAR1, EPCR ve p21’in ekspresyon analizleri, gercek zamanl | (158)
16semi hiicre hatti (real time) PCR ile yapilmistir. Apoptozis tespiti icin Annexin V
yontemi  kullanilmigtir.  ABS, 16semi hiicrelerinde apoptoz
stimilasyonunda PAR1 ve p53 bagmsiz p21 tutulumunu
diizenleyerek apoptoza neden oldugu saptanmistir.
insan dental pulpa | ABS' nin sitotoksisitesi in-vitro insan pulpa fibroblastlar tzerinde | (159)
fibroblasti hiicre hatti | degerlendirilmistir. MTT deneyi ile sitotoksik aktivitesinin derisime
bagli oldugu saptanmistir.

- ABS' nin hemostaz izerindeki etki mekanizmasini anlamakicin 2D jel | (144)
elektroforez ve kitle spektrometre yontemleri kullanilarak ilk
proteomik analizleri yapilmistir. ABS’ nin iceriginde pek cok bitkisel
proteinler ve koagtilasyon icin olduk¢a 6nemli insan proteinleri
benzerleri proteinler de tanimlanmistir.

insan umbilikal ven | Kandan eritrosit membrani izole edilmis ve tripsin muamelesinden | (160)

endotelyal hicreleri
(HUVEC), endotel
hiicreleri ve eritrosit
membrani

sonra SDS-PAGE ile proteinler gozlemlenmistir. Transkripsiyon
faktorlerinden AP2, AR, CRE/ATF1, CREB, E2F1-5, E2F6, EGR, GATA,
HNF-1, ISRE, Myc-Max, NF-1, NFkB, p53, PPAR, SMAD 2/3, SP1,
TRE/AP1, YY1’in aktivasyonlarinda artis gézlenmistir. Bu verielere
gore ABS’ nin kanamalari durdururken ¢ok hizli ve saglam bir ag
olusturdugu ve uygulandigi bolgedeki hiicrelerin iginde de etkili olup
transkripsiyon faktorleri seviyelerini de etkileyerek birgok biyolojik
mekanizmalar tizerinde etkili olabilecegi saptanmistir.




125

Tablo 5.1. (Devam) ABS’ nin kanser ile ilgili kaynak verileri.

Organizma/Hiicre/ | Etki Mekanizmasi/ Sonug Referans

Doku/Patoloji

Caco-2 hiicre hatti Bitkisel kaynakli hemostatik ajan kullanilarak Caco-2 kolon kanseri | (161)
hicrelerinde ultra performansh sivi  kromatografisi - kitle
spektroskopisi bazli proteomik ¢alismalar yapilimistir.

Bu tez calismasi kapsaminda, incelenen Caco-2 ve HT-29 kolorektal ve HepG2
hepatosellller karsinoma hiicre hatlarinin ABS ile muamelesi sonucunda 2D jel elektroforez
teknigi ile proteinler ayrilip MALDI-TOF/TOF-MS ile analiz edilip her bir hiicre hattina ait
dustk ve yiksek miktarda ifade edilen proteinler tespit edilmistir. Proteinler ayrilarak
degerlendirildikten sonra elde edilen bulgular verilen kaynaklarda karsilastirilarak ABS' nin
antikanser aktivitesinin etki mekanizmasi molekiler diizeyde agiklanmaya ¢alisiimistir.

Bu tez calismasinin amaci ABS’ nin Caco-2, HT-29 ve HepG2 kanser hiicreleri
Uzerindeki antineoplastik etkisinin arastiriimasidir. Bu nedenle proteomik ¢alismalar igin ABS,
Caco-2 ve HT-29 kolon kanseri hicrelerine 24 ve 72 saat uygulanmis, HepG2 karaciger
kanseri hiicrelerine ise 24 saat uygulanmistir. ABS ile muamele edilen hiicreler (T grubu) ve
muamele edilmeyen hiicrelerden (C grubu) sitozolik fraksiyonlar elde edilmistir. Sitozolik
fraksiyonlardaki protein miktarlar "Bio-Rad™ Protein Assay" yontemi ile belirlenmis (Bkz.
Sekil 4.1.) ve protein miktarlari Bkz. Tablo 4.1 de verilmistir. Kiyaslamali proteomik
calismalarda; IPG seritlere yiklenecek protein miktarlari C ve T grubunda ayni olmalidir. Bu
seritlere proteinlerin  yiklenebilmesi icin proteinler ¢oktirilerek homojenizasyon
tamponundan uzaklastiriimis ve yiikleme tamponunda tekrar ¢ozilmistiir. Uygun pH
araligindaki IPG seritlere yiiklenen proteinler, IEF cihazinda Tablo 3.8." de verilen program ile
pl degerlerine gore ayriimis daha sonra kiitlelerine gére SDS - PAGE jelde kiitlelerine gore
ayrilmigtir. C ve T grubundaki jellere yiiklenen toplam protein miktari ayni olmasina ragmen
gruplardaki protein dagilimi ve intensiteleri farkhdir. Miktar degisen proteinlerin
saptanabilmesiicin spotlar 2 farkl yontemle boyanmistir. Commassie mavisi ve SYPRO - Ruby
floresan boya ile boyanmis jeller karsilastirildiginda, floresan boyama ile boyanmis jellerde
gozlenen spot miktarinin daha ytiksek oldugu saptanmistir. Gorlintileri alinan jellere ait
haritalar, PDQuest™ yaziimi aracilifiyla analiz edilmis, ABS’ nin etkisiyle % 95 giiven

seviyesinde istatistiksel olarak anlamli ve miktari en az 2 kat artan ya da azalan proteinler
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tespit edilmistir. Booln kiimesinde (Statistic ve Quant kiimelerinin kesisim kiimesi olup;
Statistics kiimesinde grup icinde % 95 glven seviyesinde intensiteleri uyusan, Quant
kiimesinde ise gruplar arasinda en az 2 kat intensiteleri farklilasan spotlardan olusur.)
saptanan spot goriintileri tekrar incelendiginde bazi spotlarin birbirlerine ¢ok yakin olduklari
gozlenmistir. Bu spotlarin ayni protein ailesine ait olabilecegi kaynaklarda yer almaktadir. Bu
nedenle iclerinden en yilksek degisime sahip olanlar segilerek analiz edilmistir (Tablo 5.2.).
Farklilastig1 saptanan proteinler jelden kesilip, tripsin ile parcalanmis ve MALDI-TOF/TOF-MS
cihazi ve MASCOT programi ve De Novo peptid dizileme yontemleri kullanilarak farklilasan
proteinler analiz edilmistir. Farklilasan proteinlerin 3 boyutlu yapilari, fonksiyonlari, gen adlari
ve amino asit dizileri UniProt, SwissProt gibi veri tabanlari ile bulunmugstur. Farklilasan
proteinlerin hangi yolaklarda gorev yaptigi ve kanserle olan iliskileri String, QuickGO ve KEGG

veri tabanlari kullanilarak agiklanmaya galisiimistir.

Tablo 5.2. Calisilan hiicrelerin 24 ve 72 saat ABS ile muamelesi sonucu tanimlanan

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

Hiicre Muamele | Toplam - Analiz icin Segilen
Statistic | Quant | Booln
Hatlar Zamani Spot Spot Sayisi
24 Saat 165 35 22 19 11
Caco-2 72 Saat 368 126 116 78 12
24 Saat 277 111 47 40 14
HT-29 72 Saat 234 125 68 60 19
HepG2 24 Saat 224 97 70 60 13

Bkz. Tablo 5.1." den de anlasilacagi gibi ABS, kanserin sebep oldugu kanamalarda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Melanom, osteosarkom, kolerektal, [6semi, lenfoid ve dental
pulpa hiicre hatlarinda ABS’ nin sitotoksik etkisi olup olmadig in-vitro hiicre kiltira
calismalari ile incelenmistir. in-vitro hiicre kiltiirii calismalari ile ABS’ nin antiproliferatif ve
sitotoksik etkisi kanitlanmistir. ABS’ nin icinde yer alan bitkisel proteinleri ve insan
proteinlerine benzer proteinleri saptamak amaciyla proteomik calismalar gerceklestirilmistir.
Her ne kadar ABS’ nin farkli kanser hiicre hatlari (izerinden cogalmayi 6nleyici etkisi oldugu
ile ilgili cahismalar bulunsa da bu calismalar icerisinde kolon ve karaciger kanserine karsi

¢ogalmayi Onleyici etkisini molekiiler diizeyde agiklayan bir calisma bulunmamaktadir.
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Bu tez calismasinin amaci, ABS’ nin bilinen hemostatik ve antioksidan etkisinin disinda, kolon
ve karaciger kanserinde muhtemel antikanser aktivitesini molekiler diizeyde agiklamak igin
hangi proteinleri veya yolaklari etkiledigini bulmak amaciyla 2D jel elektroforez ve
MALDI-TOF/TOF-MS ile proteomik ¢alismalar gerceklestirmektir. Bu ¢alisma, 3 farkh kanser
hiicre hattinda (Caco-2, HT-29 ve HepG2), ABS' nin antikanser aktivitesini molekiler diizeyde
proteomik calismalarla (2D jel elektroforez ve MALDI-TOF/TOF-MS) ortaya koyan ilk
calismadir. Calismada ABS tarafindan, % 90 gliven araliginda istatistiksel olarak anlamli ve
nicel olarak en az 2 kat degisen 69 tane protein analiz edilerek tanimlanmistir (Bkz. Tablo
5.2.). Tanimlanan bu proteinlerin 6zellikle kanser hiicresinde proteinlerin katlanmasinda,
kanser  hucresinin  iskeletini  olusturmada, kanser hicresinin  metastazinin
gerceklestiriimesinde 6nemli gorevlere sahip oldugu belirlenmistir (Bkz. B6lim 5.2.,5.4., 5.6.
ve 5.7). Elde edilen bu veriler viicut disi yaralanmalar, travmatik kesikler, dis operasyonlari,
spontan ya da cerrahi girisimler sonrasi olusan minér ve major kanamalarin durdurulmasinda
kullanilan, herhangi bir toksik etkisi bulunmayan milli bir Griin olan ABS’ nin antineoplastik

ajan olarak kanser tedavisinde kullanilabilecegini gbstermektedir.

5.1. Caco-2 Kolon Kanseri Hiicrelerinde ABS Etkisiyle Farklilasan Proteinlerin

Saptanmasi

Caco-2 kolon kanseri hiicrelerine ait hicre kiltirl ¢alismalari 1145500 no' lu
TUBITAK 1001 projesi kapsaminda gerceklestirilmistir. in-vitro hiicre kiiltiirii calismalarinda
disaridan uygulanan ABS ile stress devreye girer. Bu nedenle ABS ile hiicreler, ayri ayri 24 ve
72 saat muamele edilmistir. Sonugclar incelendiginde 24 saatlik proteomik calismalarda
sadece stress proteinleri saptanmamistir. Bu ABS’ nin bilinen antioksidan etkisinin yaninda
cesitli etkilere de sahip oldugunu gostermektedir. ABS, Caco-2 hiicrelerine 24 ve 72 saat
muamele edilerek sitozolik fraksiyonlar Bkz. Bolim 3.2." de anlatildig1 gibi hazirlanmistir.
Caco-2 kolon kanseri hiicrelerinde, ABS ile muamele edilen hiicreler T grubu, muamele
edilmeyen hiicreler C grubu olarak adlandiriimistir. Proteinlerin 2D jel elektroforez yontemi
ile ayinmlan yapilmistir. Jel Uzerinde ayrilan proteinlerin imaj calismalari stiresince

goriintiilenebilmesi icin dncelikle boyanmasi ve jellerin gorsellestiriimesi gerekmektedir.
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Proteinler iyi bir bicimde boyanmamissa jel lizerinde gozlenebilen protein sayisi ve
fotograflama kosullari iyi bir sonug vermeyecektir. Proteinlerin boyanmasi sonucu jel
Uzerinde gozlenen spotun yogunlugu protein miktari ile dogru orantilidir.

2D jel elektroforez ile kiyaslamall (ekspresyon) proteomik calismalarin
gerceklestirilebilmesi icin sitozolik fraksiyonlarda bulunan protein miktari "Bio-Rad™ Protein
Assay" yontemi kullanilarak bulunmus ve Bkz. Tablo 4.1." de sunulmustur. 24 ve 72 saatlik
Caco-2 hiicrelerinin sitozolik fraksiyonlarindan elde edilen her bir C ve T gruplari igin 2D jel
elektroforez calismalari 3" er tekrarli olmak Uzere ¢alismalar gergeklestirilmistir. Sonrasinda
proteinler, her bir jele 1.5 mg/mL protein yiklemesi yapilabilmesi igin - 20 °C’ de bekletilmis
TCA ve DTT iceren aseton c¢Ozeltisi ile ¢oktlirilmis daha sonrasinda ¢oktirilen proteinler
yiikleme tamponunda coziilerek IPG seritlere yiiklenmistir. On calismalarda farkli pH
araligina sahip IPG seritleri denenmis, spot dagilimi ve ayirimin en yiiksek oldugu serit olarak
pH 4 -7 IPG seritleri oldugu tespit edilmis ve deneylere pH 4 - 7 IPG seritlerle devam edilmistir.
IPG seritlere yiiklenen proteinler énce IEF cihazinda Bkz. Tablo 3.8." de verilen odaklama
programiyla pl degerlerine gére birbirinden ayrilmistir. IPG seritler sirasiyla dengeleme
tamponu 1 ve 2 ile muamele edilerek proteinlerin SDS ile kompleks olusturmasi saglanmistir.
Dengeleme tamponu 1’ de DTT bulunmaktadir ve DTT, proteinlerin distlfit baglarini
koparmaktadir. Boylece proteinler SDS ile kolayca etkilesebilecektir. Dengeleme tamponu 2
ise IAA igerir ve IAA, acikta kalan -SH gruplarini alkilleyerek SDS - PAGE’ de bulunan akrilamit
yapisi ile etkilesime girmesini dnlemektedir. IPG seritler daha sonra elektroforez hiicrelerine
yerlestirilerek proteinlerin kitlelerine gore ayrilmalar saglanmistir. SDS-PAGE’ in analiz
oncesi raf omri yaklasik 1 yil kadardir. Protein yliklenmis jeller, + 4 °C'de saklama ¢ozeltisinde
(% 0.5 (h/h) oraninda asetik asit iceren ultra saf su) en fazla 15 giin icinde analiz edilmistir.

1. boyutta pl’ larina, 2. boyutta kitlelerine gore ayrilan proteinlerin imaj analiz
calismalarinin yapilabilmesi icin boyama islemi Bkz. Bolim 3.8 de anlatildigi gibi
gerceklestirilmistir. 24 saatlik Caco-2 hiicrelerine ait C ve T gruplari Commassie mauvisi ile
boyanmis; 72 saatlik Caco-2 hiicreleri ait C ve T gruplari SYPRO - Ruby ile boyanmistir. Bolim
4.3.1” de anlatildigi gibi imaj analiz calismalari yapilmistir. Bu iki boyama yontemi
karsilastirildiginda ise Commassie mavisi ile boyama yonteminde 165 tane spot,

SYPRO - Ruby ile boyama yonteminde ise 368 tane spot tespit edilmistir. SYPRO - Ruby ile
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boyama yonteminde daha fazla sayida spot tespit edilmesi nedeniyle daha sonraki jellerin
analizlerinde SYPRO - Ruby ile boyama yontemi kullaniimistir.

imaj analiz programlarinin cogunda jel gorintiileri Uzerinde toplam spot
intensitesine bagli olarak goriintliniin kontrastini ayarlama durumu bulunmaktadir. Farkl 2
grup icin farkh miktarlarda proteinin ayirimi, karsilastirma yapilabilmesi agisindan dogru bir
yaklasim degildir. Yiksek miktarda proteinin izoelektrik odaklamasinda ¢ikan en buylk
problem odaklamanin tam olarak gerceklesmemesi ve bunun sonucunda olusan yatay
cizgilerdir.

imaj analizlerinin ilk basamagini goriintileme calismalari olusturmaktadir. Bu
nedenle goriintileme cihazi araciligiyla jel haritalan ¢ikartilmistir (Bkz. Sekil 4.2. ve Sekil
4.16.). Jel haritalarinda 24 saatlik Caco-2 hicrelerine ait 165 tane spot, 72 saatlik Caco-2
hiicrelerine ait ise 368 tane spot saptanmistir. Gozle takip edilerek yapilan calismalarda
hatalar meydana gelebilecegi icin farklilasan spotlarin tespitinde PDQuest™ programi
kullanilmistir. Ancak programin otomatik olarak saptama yapmasi, spot olmayan lekeleri de
spot olarak verebilme ihtimali nedeniyle programin buldugu her bir spot tek tek incelenmis,
tespit edilen hatalar dizeltilmistir. Daha sonra, Bkz. Boliim 3.9.” da anlatildigi gibi PDQuest™
programi tarafindan 3 tane kiime tanimlanmustir (Statistic, Quant ve Booln). Statistic, Quant
ve Booln kiimelerinde 24 saatlik Caco-2 hiicrelerinde sirasiyla 35, 22 ve 19 tane spot
bulunurken, 72 saatlik Caco-2 hiicrelerinde sirasiyla 126, 116 ve 78 tane spot bulunmustur
(Bkz. Bollim 4.3.1.). 24 saatlik Caco-2 hiicrelerine ait Booln kiimesinde bulunan 19 spottan
11 tanesi MALDI TOF/TOF-MS analizi icin segilmis (Bkz. Sekil 4.3. ve 4.4.) ve kesilerek
karakterizasyonu gerceklestirilmistir. ABS’ nin etkisiyle azalan proteinlerin (5 tane) jel
Uzerindeki yakin gorlintlisii Sekil 4.5. - 4.9. ve ABS’ nin etkisiyle artan proteinlerin (6 tane) jel
Uzerindeki yakin gorintlisi Sekil 4.10. - 4.15.” de verilmistir. 72 saatlik Caco-2 hiicrelerine ait
Booln kiimesinde bulunan 78 spottan 12 tanesi MALDI-TOF/TOF-MS analizi igin secilmis (Bkz.
Sekil 4.17. ve 4.18.) ve Kocaeli Universitesi Tip Fakiltesi Dekart Proteomik Laboratuvari'nda
kesilerek karakterizasyonu gerceklestirilmistir. ABS’ nin etkisiyle azalan proteinlerin (5 tane)
jel Uzerindeki yakin gorintisa Sekil 4.19. - 4.23. ve ABS’ nin etkisiyle artan proteinlerin (7

tane) jel Gzerindeki yakin gortintisi Sekil 4.24. - 4.30.” da verilmistir.
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Caco-2 hcrelerinin igin 24 ve 72 saatlik C ve T gruplar karsilastirilarak % 95 gliven
seviyesinde en az 2 kat farklilasan sirasiyla 11 ve 12 tane spot Kocaeli Universitesi Proteomik
Laboratuvar’’ nda jelden kesilmis, tripsin ile peptidlerine parcalanarak jelden ekstre edilmis,
ekstre edilen proteinler MALDI-TOF/TOF-MS ile analiz edilmistir ve veri bankalari kullanilarak
tanimlanmistir. PMF icin MASCOT programi ve De Novo peptid dizileme (Bkz. Bolim 4.6.)
yontemleri kullanilmistir. Caco-2 kolon kanseri hiicrelerine ABS’ nin muamelesi sonucunda,
nicel anlamda disuk ve yiksek miktarda ifade edilen proteinler tanimlanmis ve degisim

oranlari Tablo 4.2. ve Tablo 4.3.” de verilmistir.

5.2. Caco-2 Kolon Kanseri Hiicrelerinde Farklilasan Proteinlerin Yapilan,

Fonksiyonlari ve Protein - Protein Etkilesmeleri

Caco-2 kolon kanseri hiicre hattinin 24 ve 72 saat ABS ile muamelesi sonucunda
miktari azalan veya artan proteinlerin yapisi, gen adi ve fonksiyonu; UniProt, SwissProt

programi araciliglyla saptanmistir (Tablo 5.3. ve Tablo 5.4.).
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Tablo 5.3. Caco-2 kolon kanseri hiicrelerine 24 saat ABS’ nin muamelesi sonucunda

nicel anlamda farklilasan proteinlerin yapisi ve fonksiyonu.

24 Saat ABS ile Muamele (Caco-2)

Protein Adi Gen | Protein Fonksiyonu Protein Yapisi
ABS’ nin etkisi ile azalan
Cinko parmak | 3 Hicre morfolojisi ve sitoskeletal \:‘# C (:\, N
protein MYM- E organizasyonunun \/ ;\(// M
tip 4 N diizenlenmesinde rol oynar. \gh\b\’ 1\‘§
S
.
- Endoplazmik retikulum limeninde
Glukoz regiile < protein katlanmasi ve kontroliinde
protein-78 g anahtar rol oynayan endoplazmik
retikulum saperonudur.
Saperonin mitokondriyal protein
tasinmasi  ve  makromolekiiler
yapiminda rol oynar. HSP10 ile
birlikte, proteinlerin dogru
o katlanmasini  kolaylastirir.  Ayni
60 kDa 1s1 sok o zamanda vyanlis katlanmayr da
proteni %’ onleyebilir ve mitokondriyal

matriste stres kosullari altinda
uretilen katlanmamis
polipeptidlerin yeniden
katlanmasini  ve uygun sekilde
diizenlenmesini destekleyebilir.
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Tablo 5.3. (Devam) Caco-2 kolon kanseri hiicrelerine 24 saat ABS’ nin muamelesi

sonucunda nicel anlamda farklilagan proteinlerin yapisi ve fonksiyonu.

24 Saat ABS ile Muamele (Caco-2)

Protein Adi Gen | Protein Fonksiyonu Protein Yapisi

ABS’ nin etkisi ile azalan

Glutatyonun konjugasyon miktarini
azaltarak ¢ok sayida ekzojen ve
endojen hidrofobik elektrofiller
saglar. Norodejenerasyonun
6nlenmesi icin p25/p35
translokasyonu yoluyla negatif
CDKS5 aktivitesini diizenler.

Glutatyon
S-transferaz P

GSTP1

Rho GTPaz RAC1, RhoA ve
CDC42'nin  aktivasyonunda  rol \‘“%\
H o . gopd a BN\
Differentially oynayan fosfatidilinositol  3,4,5- y) N
expressed in trisfosfat-bagimli guanin nikleotid G é"
FDCP 6 degisim faktorudir (GEF). Aktive| '\ 1y “5};@
homolog RAC1 ile hiicre morfolojisini ») f’; & '>
dizenleyebilir. Th2 (T yardimci )2 (
hiicreler) aktivasyonunda rol oynar. e

DEF6

ABS’ nin etkisi ile artan

Tubulin mikrotubullerin ana
bilesenidir. Biri beta zincirindeki
degistirilebilir bir bélgede ve biri alfa
zincirinde  degistirilemeyen  bir
bélgede olmak Uzere iki mol GTP'yi
baglar.

Tubulin beta
zinciri

TUBB

Tubulin mikrotibullerin ana
bilesenidir. Biri beta zincirindeki
degistirilebilir bir bélgede ve biri alfa
zincirinde  degistirilemeyen  bir
bolgede olmak (lizere iki mol GTP'yi
baglar.

Tubulin
alfa-1B zinciri

TUBA1B
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Tablo 5.3. (Devam) Caco-2 kolon kanseri hiicrelerine 24 saat ABS’ nin muamelesi

sonucunda nicel anlamda farklilasan proteinlerin yapisi ve fonksiyonu.

24 Saat ABS ile Muamele (Caco-2)

Protein Adi Gen | Protein Fonksiyonu Protein Yapisi
ABS’ nin etkisi ile artan
Serbest nikleotid havuzunda (GTP,
S GDP, GMP, dGTP) ve DNA ve RNA'da
Protein DJ-1 °<C glisinlenmis guanini tamir edebilen
o bir niikleotid deglikaz olarak islev
gordr.
T | Galaktoz metabolizmasi igin 6nemli
. alaktoz metabolizmasi i¢in 6nemli
Galaktokinaz = A - o
o) bir enzimdir.
Muhtemelen biyik sitoskeletal _ .
yapilarin  plazma  membranina &
. o gl I iliskilidir.  Epitel »
Ezfin < bzfg anmasiyla  iligki idir pite k
w hiicrelerinde, apikal kutupta o g
. . L & Ty ’f}"; D
mikrovillus ve membran ruffles| Qi’ e (‘_ o, D)
olusumu igin gereklidir. .2);‘5"}—‘ 2oy 2
APt
et~
A WS
Aktin filamani baglayici protein /:
.. . .. .. AN
hiicre-matriks ~ ve  hicre-hicre (SN2 T
> adezyonunda rol oynar. Hicre I : ‘T'Ei/[;
Vinculin S ylizeyindeki E-cadherin ;A(-,’(L:W‘»' NSRS
ekspresyonunu diizenler. Ayrica| }3“‘;4}1/&//::’4/’ N
. . Pl = aVIEA N9\ (25
hiicre morfolojisi ve hareketliliginde NS ‘,L'ﬁi‘,f‘,.tf
AT e s

onemli rol oynar.




Tablo 5.4. Caco-2 kolon kanseri hiicrelerine 72 saat ABS’ nin muamelesi sonucunda

nicel anlamda farklilasan proteinlerin yapisi ve fonksiyonu.
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72 Saat ABS ile Muamele (Caco-2)

liflerine lokalizasyonu igin gereklidir.
Hiicre migrasyonu ve fibroblastlarin
hiicre polaritesini muhafaza etmek
icin gereklidir.

Protein Adi Gen | Protein Fonksiyonu Protein Yapisi
ABS’ nin etkisi ile azalan
Tranlasyon uzamasina katilan mRNA
Okaryotik baglayici protelndlr. TNF-aTIfa .arac.lll &
ceviri < apoptozu diizenler. Poliaminlerin ; 4 LN
D noronal slrecteki etkilerini arastirir. B Vi z\ <4
baslatma o Bevi SRR ) V7 e AN AP
. eyin gelisimi ve islevinde ve iskelet Woon < ‘»,- L;? Yo WAL
faktori 5A-1 kasi kdk hiicre farklilasmasinda g ",f\’*'.““'_if ("%f“f\s)”v
6nemli bir rol oynayabilir. BERG
Tubuli 3
ubulin b
. . Bkz. Tablo 5.3.
alfa-1A zinciri =
'_
Hiicre iskeletine diger proteinleri
getiren bir adaptor olarak davranan
sitoskeletal proteindir.
PDZ ve LIM r Fibroblastlarla gerilim liflerinin bir
domain = araya getirilme mekanizmasinda yer
tein 1 é alir. ACTN1 ve PALLD'nin stres
protein
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Tablo 5.4. (Devam) Caco-2 kolon kanseri hiicrelerine 72 saat ABS’ nin muamelesi

sonucunda nicel anlamda farklilasan proteinlerin yapisi ve fonksiyonu.

72 Saat ABS ile Muamele (Caco-2)

Protein Adi

Gen

Protein Fonksiyonu

Protein Yapisi

ABS’ nin etkisi ile azalan

Yiiksek
hareketlilik
grubu protein
Bl

HMGB1

Farkh hticresel bdlmelerde, cesitli
rollere sahip ¢ok fonksiyonlu redoks
duyarli  proteindir.  Cekirdeginde
onemli  kromatin iligkili histonik
proteinler biridir ve replikasyon,
transkripsiyon, kromatin yeniden
bicimlenmesi, \Y (D) J
rekombinasyonu, DNA onarimi ve
genom stabilitesi ile ilgili bir DNA
saperonu olarak gérev yapar. Niikleik
asitler icin evrensel bir biyosensor
olmasi o6nerilir. Steril ve enfeksiyoz
sinyallere  konakg¢i inflamatuvar
cevabi tesvik eder ve dogustan gelen
ve immdin yanitlarin
koordinasyonuna ve
entegrasyonuna katihr.
Sitoplazmada TLR9 aracili immiin
yanitlarin aktivasyonunu goésteren
immiinojenik nikleik asitler igin
sensOr ve / veya saperon olarak islev
gorir ve otofajiye aracilik eder. Doku
hasari sirasinda bagisiklik yanitlarini
guclendiren DAMP molekilu olarak

davranir. Fosfatidilserine ve
fosfatidiletanolamide baglanir.
RAGE'ye bagh noronal blylme igin
sinyalizasyona aracilik eder.
Huntingtin veya TBP gibi
genisletilmis poliglutamin

proteinlerinin  birikmesinde  rol
oynayabilir.
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Tablo 5.4. (Devam) Caco-2 kolon kanseri hiicrelerine 72 saat ABS’ nin muamelesi

sonucunda nicel anlamda farklilasan proteinlerin yapisi ve fonksiyonu.

72 Saat ABS ile Muamele (Caco-2)

Protein Adi Gen | Protein Fonksiyonu Protein Yapisi

ABS’ nin etkisi ile artan

Cozunur, toksik olmayan, kolayca
elde edilebilen bir formda demir
depolar. Demir homeostazi igin
o6nemlidir. Gelismekte olan bobregin
kapsul hiicrelerinde demir alimina
aracilik eder.

Ferritin hafif
zinciri

FTL

Protein Proteinlerde -S-S- baglarinin yeniden
disulfit- diizenlenmesini katalize eder.
izomeraz A3

PDIA3

Bir nlkleotid ile segici ve
nonkovalent bir sekilde etkilesime
girerek, nikleotid baglayan bilesiktir.
ATP, adenosin 5'-trifosfat, evrensel
olarak 6nemli bir koenzim ve enzim
dizenleyici ile segici ve kovalent
olmayan bir sekilde etkilesime
girmektedir.

70 kDa 1s1 sok
proteni
1A/1B

HSPA1A

Plazma ana proteini olan serum L INSZ
albumin, su, Ca?*, Na*, K*, yag asitleri,
hormonlar, bilirubin ve ilaglar igin iyi . /‘_:,.."Qw (7

) . - s - a]-é& .,
bir ba'glan.ma ka|f>a5|tesme Sf’:\hlptlr. t\ \ % ; “.%Ll“//‘
Ana islevi kolloidal ozmotik kan ] ”

. . MCe & BV ALY

basincinin .duzenlenme5|d|r. Q\‘P 4,»3’};\}@3 X
Plazmada baslica ginko tasiyici olarak
gorev yapar ve toplam plazmadaki ey 7 W&
cinkonun yaklasik % 80' ini baglar. N

Serum
albumin

ALB

Farklilasan her bir protein UniProt programi araciigiyla incelenmis ve 6nemli
fonksiyonlara sahip oldugu gosterilmistir. Hiicre ici ya da hiicreler arasinda bulunan bir
proteinin tek bir fonksiyonu olmadig gibi diger proteinlerle birlikte cesitli yolaklarda da gérev

almaktadir. Bu nedenle bu calismada, ABS’ nin Caco-2 kolon kanseri hiicrelerinde etkili olan
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proteinler saptanmis, bu proteinlerin fonksiyonlari verilmis ve ayni zamanda bir bitiin
halinde de ele alinarak hangi biyolojik yolaklar etkiledigi bulunmustur. Farklilasan
proteinlerin gen adlari kullanilarak String programi yardimiyla protein - protein etkilesim ag
haritasi olusturulmustur (Sekil 5.1.). String programi araciliglyla saptanan biyolojik stiregler ve
molekiiler fonksiyonlar (162) GO numaralari araciligiyla QuickGO ve KEGG veri tabanlarinda
arastinilmistir.

String programi araciligiyla ABS’ nin etkisiyle Caco-2 hiicrelerinde degisen
proteinlerin atlasi Sekil 5.1.” de verilmistir. Protein atlasi incelendiginde EIF5A, HSPD1, PDIA3,
HSPAS ve HSPAI1A ile ifade dilen genler komsu genlerdir. String programinda gen ismi ile
ifade edilen proteinler arasindaki iliskiler farkli renklerde verilerek ortaya konmaya
cahsilmistir. Gozlemlenen protein atlasi ile birlikte ABS'nin ara baglantilar, endoplazmik
retikulumda protein isleme yolagl ve fagositoz yolagiyla hiicre icerisinde gerceklesen

biyosuregleri etkiledigi gbozlemlenmistir.
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M Veri tabanlarinda bulunan

£ Al A Deneysel calismalarla

S “.# saptanan
- -
e “.» Komsu genler
- -
ot \.~ Flzyon genler
H: Es zamanl olugan genler

Nt «.» Makale arastirmasi
-) - Birlikte sentezlenme

Protein homolojisi
~s p—

Sekil 5.1. Caco-2 kolon kanseri hiicrelerinde ABS’ nin etkisiyle farklilasan proteinlerin

birbirleriyle etkilesimi.

Biyolojik slireclerde HSPD1, HSPA5, PDIA3, TUBA1A ve TUBA1B, GO: 0006457
numaral yolak olan protein katlanmasinda gorev alir. Protein katlanmasi, tek zincirli
polipeptidlerin veya komplekslerinin kovalent ve nonkovalent baglarla Gglincil yapiya
donilisme surecidir (163).

Biyolojik stireclerde ALB, EZR, HSPAS ve PDIA3, GO: 0051651 numaral yolak olan

hiicre konumunun diizenlenmesi gorev alir. Hiicre konumunun diizenlenmesi, bir maddenin
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veya hiicresel varligin, bir hiicrenin icinde veya zarinin belirli bir yerinde tutuldugu ve baska
bir yere tasinmasinin engellendigi herhangi bir islemdir (163).

Biyolojik stireglerde HSPD1, TUBA1A ve TUBA1B, GO: 0051084 numarali yolak olan
De Novo posttranslasyonel protein katlanmasinda gorev alir. De Novo posttranslasyonel
protein katlanmasi, yeni olusan polipeptidlerin veya polipeptidlerin katlanma ara
maddelerinin dogru kovalent olmayan katlanmasina yardimci olma stirecidir. Ayrica bu siire¢
birkag ATP hidrolizi dongistini icerebilir (163).

Biyolojik stireglerde HSPAS ve PDIA3, GO: 0034975 numarali yolak olan endoplazmik
retikulumda protein katlanmasinda gorev alir. Endoplazmik retikulumda protein katlanmasi
endoplazmik retikulumda yer alan bir protein katlama islemidir. Plazma zar ve organel
proteinler endoplazmik retikulumda katlanir (163).

Biyolojik siireglerde ALB, EIFSA, FTL, HSPAS5, TUBA1A, TUBA1B, PDIA3 ve EZR,
GO: 0051641 numaral yolak olan hiicresel lokalizasyon gorev alir. Bir protein kompleksi,
organel gibi bir madde veya hiicresel bilesenin, hiicre membrani da dahil olmak tizere hiicre
icinde belirli bir yere nakledildigi bir hiicresel lokalizasyon islemidir (163).

KEGG yolak analizi veri tabani araciligiyla fagositoz yolagindaki (Sekil 5.2.) TUBB,
TUBB1A ve TUBB1B’ nin, ABS’ nin etkisiyle farkhlastigi bulunmustur. Fagositoz, hicre
tarafindan blyik partikillerin  hiicre icine alinma islemidir ve dokunun yeniden
sekillenmesinde, inflamasyonda ve enfeksiyoz ajanlara karsi savunmada merkezi bir
mekanizmadir. Fagosit yilzeyindeki spesifik reseptorler partikiil ylzeyindeki ligandlar
tanidiginda bir fagozom olusur. Daha sonra fagozomlar giderek sindirimsel 6zellikler kazanir.
Fagozomlarin ve lizozomlarin flizyonu, ¢ogu endojen veya endojen olmayan yapilari

parcalara ayiran Urlinler salgilar (164).
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Sekil 5.2. Fagositoz yolagi (164).

KEGG yolak analizi veri tabani araciligyla ara baglantilar (gap junction) (Sekil 5.3.)

TUBB, TUBB1A ve TUBB1B’ nin, ABS’ nin etkisiyle farkhlastig bulunmustur. Ara baglantilar,

bitisik hiicrelerin sitozolik bolimleri arasinda dogrudan iletisime izin veren hiicreler arasi

kanallari igerir. Bu kanallar iyonlar, amino asitler, nikleotidler, ikinci haberciler ve komsu

hiicreler arasindaki diger metabolitleri iceren kiiglik molekiillerin dogrudan transferine izin

verir. Ara baglantilar, embriyonik gelisim, elektriksel baglanma, metabolik tasima, apoptoz

ve doku homeostazisi dahil olmak Uzere birgok fizyolojik olay icin gereklidir. Gap Kavsagi

araciligiyla iletisim, hiicre i¢i Ca?*, pH ve fosforilasyon/defosforilasyon stirecleri seviyesindeki

degisiklikler dahil olmak lzere gesitli uyaranlara duyarlidir (164).
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Sekil 5.3. Ara baglantilardan gegis yolagi (164).

KEGG yolak analizi veri tabani araciligiyla endoplazmik retikulumda protein isleme
yolagindaki (Sekil 5.4.) HSPA1A, HSPA5 ve PDIA3’ in ABS' nin etkisiyle farklilastig
bulunmustur. Endoplazmik retikulum bir hiicre organelidir. Yeni sentezlenen peptidler,
endoplazmik retikulum igine girer ve glikozillenir. Dogru sekilde katlanmis proteinler,
vezikillere aktarilip golgi aygitina aktarilir. Yanlis katlanmis proteinler, molekdler
saperonlarla kompleks halinde endoplazmik retikulumda limen icinde tutulur. Yanls
katlanmis olan proteinler, endoplazmik retikulumla iliskili bozulma (ERAD) adi verilen bir
islemde proteazom araciligiyla bozulur. Endoplazmik retikulumda yanlis katlanmis
proteinlerin birikmesi endoplazmik retikulum stresine neden olur ve katlanmamis protein

cevabi (UPR) olarak adlandirilan bir sinyal yolunu aktive eder. Bununla birlikte, bazi ciddi
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durumlarda, UPR tarafindan aktive edilen koruyucu mekanizmalar, normal endoplazmik

retikulum fonksiyonunu ve apoptotik hiicreleri geri getirmek icin yeterli degildir (164).
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Sekil 5.4. Endoplazmik retikulumda protein isleme yolagi (164).

5.3. HT-29 Kolon Kanseri Hiicrelerinde ABS Etkisiyle Farklilagan Proteinlerin

Saptanmasi

HT-29 kolon kanseri hiicrelerine ait hiicre kiiltiirii caismalari 1145500 no’ lu TUBITAK
1001 projesi kapsaminda gerceklestirilmistir. ABS, HT-29 hiicrelerine 24 ve 72 saat muamele
edilerek sitozolik fraksiyonlar Bkz. Boliim 3.2.” de anlatildigi gibi hazirlanmistir. HT-29 kolon
kanseri hiicrelerinde, ABS ile muamele edilen hiicreler T grubu, muamele edilmeyen hiicreler
C grubu olarak adlandiriimistir.

2D jel elektroforez ile kiyaslamali proteomik calismalarin gerceklestirilebilmesi icin

sitozolik fraksiyonlarda bulunan protein miktari "Bio-Rad™ Protein Assay" yodntemi
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kullanilarak bulunmus ve Bkz. Tablo 4.1.” de sunulmustur. 24 ve 72 saatlik HT-29 hiicrelerinin
sitozolik fraksiyonlarindan elde edilen her bir Cve T gruplariicin 2D jel elektroforez ¢alismalari
3’ er tekrarl olmak Uzere calismalar gerceklestirilmistir. Sonrasinda proteinler, her bir jele
1.5 mg/mL protein yiklemesi yapilabilmesi icin - 20 °C’ de bekletilmis TCA ve DTT iceren
aseton ¢ozeltisi ile ¢okturilmis daha sonrasinda ¢okturllen proteinler yikleme
tamponunda ¢oziilerek IPG seritlere yiiklenmistir. On ¢alismalarda farkli pH araligina sahip
IPG seritleri denenmis, spot dagilimi ve ayirimin en yiiksek oldugu serit olarak pH 4 - 7 IPG
seritleri oldugu tespit edilmis ve deneylere pH 4 - 7 IPG seritlerle devam edilmistir. IPG
seritlere yiklenen proteinler 6nce IEF cihazinda Bkz. Tablo 3.8." de verilen odaklama
programiyla pl degerlerine gore birbirinden ayriimistir. IPG seritler sirasiyla dengeleme
tamponu 1 ve 2 ile muamele edilerek proteinlerin SDS ile kompleks olusturmasi saglanmistir.
Daha sonra elektroforez hiicrelerine IPG seritler yerlestirilerek proteinlerin kiitlelerine gore
ayrilmalari saglanmistir.

1. boyutta pl’ larina, 2. boyutta kitlelerine gore ayrilan proteinlerin imaj analiz
¢alismalarinin yapilabilmesi icin boyama islemi Bkz. Bolim 3.8.2. de anlatildigi gibi
gerceklestirilmistir. 24 ve 72 saatlik HT-29 hiicrelerine ait C ve T gruplari SYPRO - Ruby ile
boyanmistir.

imaj analizlerinin ilk basamagini goriintileme calismalari olusturmaktadir. Bu
nedenle gorintiileme cihazi araciigiyla jel haritalari ¢ikartilmistir (Bkz. Sekil 4.31. ve Sekil
4.48.). 24 saatlik HT-29 hiicrelerinin jel haritalarinda 277 tane, 72 saatlik HT-29 hiicrelerinin
jel haritalarinda 234 tane spot saptanmistir. PDQuest™ programi tarafindan tanimlanan
Statistic, Quant ve Booln kiimelerinde 24 saatlik HT-29 hiicrelerinde sirasiyla 111, 47 ve 40
tane spot bulunurken, 72 saatlik HT-29 hicrelerinde sirasiyla 125, 68 ve 60 tane spot
bulunmustur (Bkz. Bélim 4.4.1.). 24 saatlik HT-29 hiicrelerine ait Booln kiimesinde bulunan
40 spottan 14 tanesi MALDI-TOF/TOF-MS analizi icin secilmis (Bkz. Sekil 4.32. ve 4.33.) ve
Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Dekart Proteomik Laboratuvar’ nda kesilerek
karakterizasyonu gerceklestirilmistir. ABS’ nin etkisiyle azalan proteinlerin (2 tane) jel
Uzerindeki yakin goriintlisti Sekil 4.34. - 4.35. ve ABS' nin etkisiyle artan proteinlerin (12 tane)
jel Gzerindeki yakin goriintisu Sekil 4.36. - 4.47.” de verilmistir. 72 saatlik HT-29 hiicrelerine
ait Booln kiimesinde bulunan 60 spottan 19 tanesi MALDI-TOF/TOF-MS analizi icin secilmis
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(Bkz. Sekil 4.49. ve 4.50.) ve Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Dekart Proteomik
Laboratuvarl’ nda kesilerek karakterizasyonu gerceklestirilmistir. ABS’ nin etkisiyle azalan
proteinlerin (3 tane) jel tzerindeki yakin gorlintlsi Sekil 4.51. - 4.53. ve ABS’ nin etkisiyle
artan proteinlerin (16 tane) jel Gizerindeki yakin goriintisi Sekil 4.54. - 4.69.” da verilmistir.
HT-29 hicrelerinin icin 24 ve 72 saatlik C ve T gruplari karsilastirilarak % 95 giiven
seviyesinde en az 2 kat farklilasan sirasiyla 14 ve 19 tane spot Kocaeli Universitesi Proteomik
Laboratuvarinda jelden kesilmis, tripsin ile peptidlerine parcalanarak jelden ekstre edilmis,
ekstre edilen proteinler MALDI-TOF/TOF-MS ile analiz edilmistir ve veri bankalari kullanilarak
tanimlanmistir. PMF icin MASCOT programi ve De Novo peptid dizileme (Bkz. Bolim 4.6.)
yontemleri kullaniimistir. HT-29 kolon kanseri hiicrelerine ABS’ nin muamelesi sonucunda
nicel anlamda dusuk ve yiksek miktarda ifade edilen proteinler tanimlanmis ve degisim

oranlari Tablo 4.4. ve Tablo 4.5.” de verilmistir.

5.4. HT-29 Kolon Kanseri Hiicrelerinde Farklilasan Proteinlerin Yapilan,

Fonksiyonlari ve Protein - Protein Etkilesmeleri

HT-29 kolon kanseri hiicre hattinin 24 ve 72 saat ABS ile muamelesi sonucunda
miktari azalan veya artan proteinlerin yapisi, gen adi ve fonksiyonu; UniProt ve SwissProt

programi araciliglyla saptanmistir (Tablo 5.5. ve Tablo 5.6.).
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Tablo 5.5. HT-29 kolon kanseri hlicrelerine 24 saat ABS’ nin muamelesi sonucunda

nicel anlamda farklilasan proteinlerin yapisi ve fonksiyonu.

24 Saat ABS ile Muamele (HT-29)

Protein Adi Gen Protein Fonksiyonu Protein Yapisi
ABS’ nin etkisi ile azalan
AR
o) ﬁ’\ 5,(\
£ e y’ LY IS
3 ’-\\\‘ak"‘.l‘ LEUA
Aktinler, cesitli hiicre .‘;?‘», Vit A (;\ W
Sitoplazmik @ hareketliligine katilan ve tim "(/’}Q\ w,’ \3‘3{ .
5 17 2 A
Aktin 1 2 okaryotik  hiicrelerde  bulunan 5\ A ) &OJ ]
proteinlerdir. /(@ 1;’< AL 3 4
¥ ;,’5’(, v
(Vv Qﬁl‘rk
Tubulin beta o
L & Bkz. Tablo 5.3.
zinciri =
ABS’ nin etkisi ile artan
Yiiksek o
hareketlilik S
. % Bkz. Tablo 5.4.
grubu protein
B1
o
. o
Ezrin Bkz. Tablo 5.3.




Tablo 5.5. (Devam) HT-29 kolon kanseri hiicrelerine 24 saat ABS’ nin muamelesi

sonucunda nicel anlamda farklilasan proteinlerin yapisi ve fonksiyonu.

24 Saat ABS ile Muamele (HT-29)

birlestiriimesinde o6nemli bir rol

oynar.

Protein Adi Gen Protein Fonksiyonu Protein Yapisi
ABS’ nin etkisi ile artan
]
3
70 kDa 1s1 sok 5 Sitrat sentezini inhibe ettigi in-vitro
proteni 4L T saperon aktivitesine sahiptir.
Sa¢ olusumunda merkezi bir rol
Keratin, tip Il b oynar. Sag¢ folikulinin i¢ kok AR,
sitoskeletal 1 € |kilfinda (IRS) keratin  ara :
filamentlerinin temel bilesenidir.
Q ¥y (1 ”l &
P! (j ) ) a y
. XSS
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Src substrati Z | Lamellipodia olusumunda ve hiicre g e Qn)“)?\/ o,
kortaktin G gociinde  rol  oynar.  Noron 1,‘7\5 @ & (//“; >
morfolojisi, akson biiyiimesi ve ~ -
noéronal biylimede rol oynar.
Okaryotik
eviri 5
§ &2 Bkz. Tablo 5.4.
baglatma W
faktori 5A-1
SMN kompleksi, kigik nikleer
ribontkleoproteinlerin (snRNP'ler),
Serin-treonin a spliceosome'un  yapi  taslarinin
reseptor 'n<_: yapiminda katalizor rolli oynar. Bu
kinaz v nedenle, hiicresel pre-mRNA’ larin




Tablo 5.5. (Devam) HT-29 kolon kanseri hicrelerine 24 saat ABS’ nin muamelesi

sonucunda nicel anlamda farklilasan proteinlerin yapisi ve fonksiyonu.

24 Saat ABS ile Muamele (HT-29)

saperon gorevi gorir.

Protein Adi Gen Protein Fonksiyonu Protein Yapisi
ABS’ nin etkisi ile artan
Endoplazmik retikulum limeninde
protein  katlanmasi ve kalite
kontroliinde anahtar rol oynayan
endoplazmik retikulum
Glukoz regiile P saperonudur. Proteinlerin dogru
tein-78 a katlanmasi ve yanhs katlanmis
pro T | proteinlerin DNAJC10 / ERDJS ile
etkilesimi  yoluyla  bozunmasi,
muhtemelen DNAJC10 / ERDJ5'in
substrattan salinmasini
kolaylastirir.
o
Uzama N EF-1-beta ve EF-1-delta, EF-1-alpha (&:9‘ 1,’,:'{?.\ "
' o . . T S _ Y A )Y Sty
faktorii o GTP'ye bagh GSYIH dénisimini VL&
L . & N Y \\
beta-1 w etkiler. N Y s 4$<Q\:/
{ - }\}‘ !‘ "’\J""'«»‘ 6*}:\,/
4 st
. o . . & ‘V;-\;' P
o Kalsiyum baglama kapasitesine oo 2 0y
Kalretikulin g sahiptir. Spermatogenez sirasinda Ly - \A*}\f:
;""{i‘f I
o
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Tablo 5.6. HT-29 kolon kanseri hlicrelerine 72 saat ABS’ nin muamelesi sonucunda

nicel anlamda farklilasan proteinlerin yapisi ve fonksiyonu.

72 Saat ABS ile Muamele (HT-29)

Protein Adi

Gen

Protein Fonksiyonu

Protein Yapisi

ABS’ nin etkisi ile azalan

Alfa-enolaz

ENO1

MBP1 MYC promotorine baglanir
ve transkripsiyon baskilayici olarak
davranir. Bir tUumoér baskilayic
olabilir.  Glikolizdeki  biyime
kontroll, hipoksi toleransi ve
alerjik  yanitlar  gibi cesitli
sireglerde rol oynayan c¢ok
fonksiyonlu enzimdir. Ayni
zamanda, |6kositler ve noéronlar
gibi gesitli hiicre tiplerinin hicre
yuzeyinde  bir  reseptor ve
plazminojen aktivatoraddar.
intravaskiiler ve perikiiler hiicre
fibrinolitik sisteminde islev gorar.
imminoglobulin Gretimini uyarir.

Zyxin

ZYX

Adezyon plak proteinidir. Alfa-
aktinin ve CRP proteinini baglar.
Gen ifadesinde adezyon uyarimh
degisikliklere aracihk eden bir
sinyal iletim yolunun bir bileseni
olabilir.

ABS’ nin etkisi ile artan

Uzama
faktori
beta-1

EEF1B2

Bkz. Tablo 5.5.

Kalretikulin

CALR

Bkz. Tablo 5.5.

Keratin, tip |
sitoskeletal
10

KRT10

Cilt Gzerinde epidermal bariyerin
kurulmasinda rol oynar.

. 3}1’ ,
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Tablo 5.6. (Devam) HT-29 kolon kanseri hiicrelerine 72 saat ABS’ nin muamelesi

sonucunda nicel anlamda farklilasan proteinlerin yapisi ve fonksiyonu.

72 Saat ABS ile Muamele (HT-29)

antijen reseptori sinyal yollarinda
rol alir. T hiicre aktivasyonunu
diizenleyen immunolojik bir
anahtardir.

Protein Adi Gen Protein Fonksiyonu Protein Yapisi

ABS’ nin etkisi ile artan
VCP'nin ATPase aktivitesini azaltir.
o Mitoz sirasinda olgi yiginlarinin
NSFL1 = parcalanmasi ve mitoz sonrasi
kofaktor p47 g Golgi yiginlarinin VCP aracili olarak
yeniden birlestirilmesi icin

gereklidir.
F-aktini ve DNM1'i baglayan
reseptor aracili endositozda rol
oynayan baglayici proteindir. Aktin
sitoskeletonunun yeniden
Drebrin i diizenlenmesi, noéron
benzer 5 morfojenezinde ve sinaps
protein e olusumunda rol oynar. Lokositlerde

Glukoz regiile
protein-78

HSPAS5

Bkz. Tablo 5.5.
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Tablo 5.6. (Devam) HT-29 kolon kanseri hicrelerine 72 saat ABS’ nin muamelesi

sonucunda nicel anlamda farklilasan proteinlerin yapisi ve fonksiyonu.

72 Saat ABS ile Muamele (HT-29)

Protein Adi Gen Protein Fonksiyonu Protein Yapisi
ABS’ nin etkisi ile artan
Okaryotik
T <
seviri i Bkz. Tablo 5.4.
baslatma ]
faktéri 5A-1
r rati Z
Sre SUbSt_at - Bkz. Tablo 5.5.
kortaktin )
inorganik =
. Kofaktor olarak gore ar.
pirofosfataz & FolC <V Yol
Keratin, tip Il b Bkz. Tablo 5.5.
sitoskeletal 1 €
70 kD k| I
a IS.I 30 = Bkz. Tablo 5.4.
proteni 4L 22

Farkllasan her bir protein UniProt programi araciigiyla incelenmis ve onemli

fonksiyonlara sahip oldugu gosterilmistir. Bu tez calismasi kapsaminda, ABS’ nin HT-29 kolon

kanseri hiicrelerinde etkili olan proteinler saptanmis, bu proteinlerin fonksiyonlari verilmis ve

ayni zamanda bir bitlin halde ele alinarak hangi biyolojik yolaklar etkiledigi bulunmustur.

Farklilasan proteinlerin gen adlari kullanilarak String programi yardimiyla protein - protein

etkilesim ag haritasi olusturulmustur (Sekil 5.5.). String programi araciliglyla saptanan

biyolojik sirecler ve molekiler fonksiyonlar (162) GO numaralari araciligiyla QuickGO ve

KEGG veri tabanlarinda arastirilmistir.
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String programi araciligiyla ABS’ nin etkisiyle HT-29 hiicrelerinde degisen proteinlerin
atlasi Sekil 5.5.” de verilmistir. Protein atlasi incelendiginde HSPAS, ENO1, EIF5A ve PPAL ile
ifade dilen genlerin komsu genlerdir; PPA1, EIF5A, EEF1B2, ENO1, CALR, HMGB1, HSPAS,
HSPAA4L, TUBB, EZR, ACTB, ZYX, CTTN, DBNL, CORO1B, KRT1 ve KRT10’ un kaynaklarda iligkisi
aciklanmis olup ve birlikte sentezlenmekte oldugu verilmistir. Tez kapsaminda yapilan
calismalarla gozlemlenen protein atlasi ile birlikte ABS’ nin endoplazmik retikulumda protein
isleme yolagl ve fagositoz yolagiyla hiicre icerisinde gerceklesen biyostirecleri etkiledigi

gozlemlenmistir.
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M Veri tabanlarinda bulunan

S -

£ D % Deneysel calismalarla

- “. saptanan

- =

P “.~ Komsu genler

. .

~ «..» Flzyon genler

: ;

Es zamanl olusan genler

\J «.» Makale arastirmasi

Birlikte sentezlenme

Sekil 5.5. HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde ABS’ nin etkisiyle farklilasan proteinlerin

birbirleriyle etkilesimi.

Biyolojik stireclerde ACTB, CALR, HSPA4L ve HSPA5, GO: 0006457 numarali yolak
olan protein katlanmasinda gorev alir. Protein katlanmasi, tek zincirli polipeptidlerin veya
komplekslerinin kovalent ve nonkovalent baglarla tg¢lincll yapiya dontisme sirecidir (163).

Biyolojik stireclerde CALR, CTTN, EZR ve DBNL, GO: 0006898 numarali yolak olan
reseptor araci endositozda gorev alir. Reseptor aracili endositoz, hiicre yiizey
reseptorlerinin transportun sagladigi bir endositoz slrecidir. Hiicre ylzeyindeki spesifik bir

reseptor, tanidigl hiicre disi makromolekiile (ligand) siki bir sekilde baglanir; reseptoér-ligand
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kompleksini iceren plazma - membran bdlgesi daha sonra endositoza ugrar, reseptor-ligand
kompleksini iceren ve diger bircok plazma - membran proteinlerini icermeyen bir kesecik
olusturur (163).

Biyolojik stireclerde CORO1B, CTTN, EZR ve ZYX, GO: 0007015 numarali yolak olan
aktin filamentlerinin organizasyonunda gorev alir. Hiicre seviyesinde gergeklestirilen aktin
filamentlerinin araci oldugu hiicre iskelet yapilarinin birlestirilmesi veya ayrilmasi strecidir.
Filamentlerin ag orglilerine, demetlerine veya diger yapilara capraz baglanmasi,
diizenlenmesi gibi aktin filamanlarin dagiimini kontrol eden stiregleri icerir (163).

Biyolojik stire¢lerde CALR ve HSPA5, GO: 0034975 numarali yolak olan endoplazmik
retikulumda protein katlanmasinda ve GO: 0036500 numarali yolak olan ATF6 aracili
katlanmamis protein cevabinda gorev alir. Endoplazmik retikulumda protein katlanmasi,
endoplazmik retikulumda yer alan bir protein katlama islemidir. Plazma zari ve organel
proteinleri endoplazmik retikulumda katlanir. ATF6 aracili katlanmamis protein yaniti,
endoplazmik retikulum membran sensorii ATF6' nin aracilik ettigi bir dizi molekiler
sinyalizasyon siirecidir. ATF6' nin aktivasyonu ile baslayan ve hiicresel isleminin regiilasyonu
ile sona eren transkripsiyon gibi sentezleri kapsar (163).

Biyolojik suireglerde ACTB, CALR, CORO1B, CTTN, DBNL, EZR, HMG1B, STRAP ve ZYX,
GO: 0043933 numarali yolak olan makromolekiler komplekslerin alt  birim
organizasyonunda gorev alir. Makromolekiler komplekslerin alt birim organizasyonu, makro
molekdllerden bir protein kompleksi olusumu, yikimi veya degistirilmesi ile sonuglanan,
ayristiran ya da modifiye edilen islemler strecidir (163).

Biyolojik siireglerde ACTB, CALR, CORO1B, CTTN, DBNL, ENO1, EZR, HMG1B, HSPA4L,
HSPAS5, KRT1, KRT10, NSFL1C, STRAP ve ZYX, GO: 0050896 numaral yolak olan fiziksel
uyaranlara yanitta gorev alir. Fiziksel uyaranlara yanit, bir uyaranin sonucu olarak hiicrenin
veya organizmanin hareket, salgilama, enzim Uretimi, gen ekspresyonu vs. durum veya
aktivitesinde degisime yol acan islemler stirecidir (163).

Biyolojik stireclerde CORO1B, EZR ve ZYX, GO: 0051017 numarali yolak olan aktin
filament demeti olusturmada gorev alir. Aktin filament demetleri montaji; aktin filamentleri
ayni eksen (izerindedir, fakat karsit polaritelerle yonlendirilebilir ve farkli sikilik seviyelerinde

birlestirilebilme sirecidir (163).
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CALR, EEF1B2, EIF5A, ENO1, EZR, HMG1B, STRAP ve ZYX, RNA baglama (GO:
0003723) molekiiler fonksiyonuna sahiptir. RNA molekiiliiyle veya bunun bir kismi ile segici
ve nonkovalent bir sekilde etkilesime girerler (163).

KEGG yolak analizi veri tabani araciliglyla fagositoz yolagindaki ( Bkz. Sekil 5.2.) ACTB,
CALR ve TUBB’ un ABS’ nin etkisiyle farklilastigi bulunmustur (164).

KEGG yolak analizi veri tabani araciigiyla endoplazmik retikulumda protein isleme
yolagindaki (Bkz. Sekil 5.4.) CALR, HSPA4L, HSPA5 ve NSFL1C nin, ABS' nin etkisiyle
farklilastigl bulunmustur (164).

5.5. HepG2 Karaciger Kanseri Hiicrelerinde ABS Etkisiyle Farklilasan Proteinlerin

Saptanmasi

HepG2 hepatoselliler karsinoma hicrelerinin - kltir calismalarn  Hacettepe
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dal’’ ndan Dog. Dr. Ayse Ercan ve Dr. Bio.
Selin Onciil tarafindan gergeklestirilmistir. ABS, HepG2 hiicrelerine 24 saat muamele edilerek
sitozolik fraksiyonlar Bkz. Bolim 3.2.” de anlatildigi gibi hazirlanmistir. HepG2 kolon kanseri
hiicrelerinde, ABS ile muamele edilen hiicreler T grubu, muamele edilmeyen hiicreler C
grubu olarak adlandiriimistir.

2D jel elektroforez ile kiyaslamali proteomik ¢alismalarin gerceklestirilebilmesi igin
sitozolik fraksiyonlarda bulunan protein miktari "Bio-Rad™ Protein Assay" yodntemi
kullanilarak bulunmus ve Bkz. Tablo 4.1." de sunulmustur. 24 saatlik HepG2 hiicrelerinin
sitozolik fraksiyonlarindan elde edilen C ve T gruplari icin 2D jel elektroforez calismalari 3’ er
tekrarli olmak tizere calismalar gerceklestirilmistir. Sonrasinda proteinler, her bir jele
1.5 mg/mL protein yiklemesi yapilabilmesi icin - 20 °C’ de bekletilmis TCA ve DTT iceren
aseton ¢ozeltisi ile ¢okturilmis daha sonrasinda ¢okturllen proteinler yikleme
tamponunda ¢oziilerek IPG seritlere yiiklenmistir. On calismalarda farkli pH araligina sahip
IPG seritleri denenmis, spot dagilimi ve ayirimin en yiksek oldugu serit olarak pH 5 - 8 IPG
seritleri oldugu tespit edilmis ve deneylere pH 5 - 8 IPG seritlerle devam edilmistir. IPG
seritlere yiklenen proteinler once IEF cihazinda Bkz. Tablo 3.8." de verilen odaklama
programiyla pl degerlerine gore birbirinden ayrnilmistir. IPG seritler sirasiyla dengeleme

tamponu 1 ve 2 ile muamele edilerek proteinlerin SDS ile kompleks olusturmasi saglanmistir.
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Daha sonra elektroforez hiicrelerine IPG seritler yerlestirilerek proteinlerin kiitlelerine gére
ayrilmalari saglanmistir.

1. boyutta pl’ larina, 2. boyutta kiitlelerine gore ayrilan proteinlerin imaj analiz
calismalarinin yapilabilmesi igin boyama islemi Bkz. Bolim 3.8.2" de anlatildigi gibi
gerceklestirilmistir. HepG2 hiicrelerine ait C ve T gruplari SYPRO - Ruby ile boyanmustir.

imaj analizlerinin ilk basamagini goriintileme calismalari olusturmaktadir. Bu
nedenle goriintiileme cihazi araciligyla jel haritalar ¢ikartilmistir (Bkz. Sekil 4.70.). HepG2
hicrelerinin jel haritalarinda 224 tane spot saptanmistir. PDQuest™ programi tarafindan
tanimlanan Statistic, Quant ve Booln kiimelerinde HepG2 hiicrelerinde sirasiyla 97, 70 ve 60
tane spot bulunmustur (Bkz. B6lim 4.5.1.). HepG2 hiicrelerine ait Booln kiimesinde bulunan
60 spottan 13 tanesi MALDI-TOF/TOF-MS analizi igin segilmis (Bkz. Sekil 4.71. ve 4.72.) ve
Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Dekart Proteomik Laboratuvar’ nda kesilerek
karakterizasyonu gerceklestirilmistir. ABS’ nin etkisiyle azalan proteinlerin (9 tane) jel
Uzerindeki yakin goriintlist Sekil 4.73. - 4.81. ve ABS’ nin etkisiyle artan proteinlerin (4 tane)
jel Gzerindeki yakin goriinttsu Sekil 4.82. - 4.85.” de verilmistir.

HepG2 hiicreleri igin C ve T gruplan karsilastirilarak % 95 gliven seviyesinde en az 2
kat farklilasan sirasiyla 13 tane spot Kocaeli Universitesi Proteomik Laboratuvarinda jelden
kesilmis, tripsin ile peptidlerine parcalanarak jelden ekstre edilmis, ekstre edilen proteinler
MALDI-TOF/TOF-MS ile analiz edilmistir ve veri bankalari kullanilarak tanimlanmistir. PMF
icin MASCOT programi ve De Novo peptid dizileme (Bkz. Bolim 4.6.) yontemleri
kullaniimigtir. HepG2 karaciger kanseri hicrelerine ABS’ nin muamelesi sonucunda nicel
anlamda duistik ve ylksek miktarda ifade edilen proteinler tanimlanmis ve degisim oranlari

Tablo 4.6.” da verilmistir.

5.6. HepG2 Karaciger Kanseri Hiicrelerinde Farklilasan Proteinlerin Yapilan,

Fonksiyonlari ve Protein - Protein Etkilesmeleri

HepG2 karaciger kanseri hiicre hattinin 24 saat ABS ile muamelesi sonucunda miktari
azalan veya artan proteinlerin yapisi, gen adi ve fonksiyonu; UniProt, SwissProt programi

araciligiyla saptanmistir (Tablo 5.7.).
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Tablo 5.7. HepG2 karaciger kanseri hiicrelerine ABS’ nin muamelesi sonucunda nicel

anlamda farklilasan proteinlerin yapisi ve fonksiyonu.

24 Saat ABS ile Muamele (HepG2)
Protein Adi Gen Protein Fonksiyonu Protein Yapisi
ABS’ nin etkisi ile azalan
GTP bagimh ribozomal
translokasyon adimini  katalize
Uzama o eder. iki tRNA molekilinin
faktori 2 o koordineli hareketini, mRNA'yl ve
ribozomdaki konformasyonel
degisiklikleri katalize eder.
70 kDa 1s1 sok —
proteni é Bkz. Tablo 5.4.
1A/1B *
Hilcre ici proteinlerin ¢ogunun
proteolitik bozunmasinda yer alan
Proteazom P iOS " .ge.kirdek-I ;.)r.oteazom
subunite, $ ompleksinin bi esenlc‘j‘lr. Bu
) n kompleks, farkli diizenleyici
alfa tip-5 = . A
parcaciklar ile iliskilendirilerek
hiicre icinde ¢ok sayida énemli rol
oynar.
Glukozidaz 2 T G.Ii!<o§i<?laz II'nin duzenleyici alt qﬁ.
subunite g blrlmldlr, . olgunlasma.mls L\
o glikoproteinlerden glikoz 4@7 =y
beta & tortularini ayirir. \ < Q¢
Kas ve kas olmayan hiicrelerde
filamentleri aktive eder. Omurgali
cizgili kas kasilmasinin kalsiyum
Tropomiyosin g bagimli regiilasyonunda troponin R
alfa-3 zinciri g kompleksinde rol oynar. Kas disi
hiicrelerde, hiicre iskeleti aktin
filamanlarinin stabilize edilmesinde
rol oynar.
Multiubiquitin ~ zincir reseptord,
proteazomal degradasyonun Py
UV eksizyon modiilasyonunda rol oynar. ';'"‘L ;; A
tamir @ PNGase ile baglantili olarak yanlis 3{,;‘4{\'\3{ e
proteini a katlanmig glikoproteinlerin i ﬁ; v :‘*e ?
RAD23B = endoplazmik  retikulum iliskili SN
homolog B bozulmasinda (ERAD) ve £
proteozomda deglikoszil
proteinlerin verilmesinde rol oynar.
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sonucunda nicel anlamda farklilasan proteinlerin yapisi ve fonksiyonu.

24 Saat ABS ile Muamele (HepG2)

Protein Adi

Gen

Protein Fonksiyonu

Protein Yapisi

ABS’ nin etkisi ile azalan

Laktoylglutat
yon liyaz

GLO1

Metilglikoksal ve glutatyondan
olusan hemimkaptalin, S-
laktoglutatyona donlstimiini
katalize eder. Normal
osteoklastogenez icin gereklidir.

Gegisli
endoplazmik
retikulum
ATPazi

VCP

Mitoz sirasinda Golgi yiginlarinin
par¢alanmasi ve mitozdan sonra
yeniden bir araya getirilmesi igin
gereklidir. Endoplazmik
retikulumun (tER) olusumunda yer
aldi. UFD1, VCP ve NPLOC4 iceren
Ucli kompleks, ubikastine edilmis
proteinleri  baglar ve yanls
katlanmigs  proteinlerin  ER'den
sitoplazmaya, proteazom
tarafindan pargalandiklari  yere
aktarilmasi icin gereklidir. NPLOC4-
UFD1-VCP kompleksi, mitoz
sonunda nikleer zarfin
olusturulmasi icin gereklidir.
RNF19A'"nin E3 ubikuitin-protein
ligaz aktivitesini dizenler.
HMGCR'nin sterol aracili
ubikitinasyon ve endoplazmik
retikulum iliskili  bozulmasinin
(ERAD) son asamasinda yer alan
VCP / p97-AMFR / gp78
kompleksinin bilesenidir.

Kreatin kinaz
tip-B

CKB

ATP ve cgesitli fosfogenler (6rn.,
Kreatin fosfat) arasindaki fosfat
transferini tersine cevirir. Kreatin
kinaz izoenzimleri, iskelet kasi,
kalp, beyin ve spermatozoa gibi
biliylk, dokularda enerji iletiminde
merkezi bir rol oynamaktadir.
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Tablo 5.7. (Devam) HepG2 karaciger kanseri hiicrelerine ABS’ nin muamelesi

sonucunda nicel anlamda farklilasan proteinlerin yapisi ve fonksiyonu.

24 Saat ABS ile Muamele (HepG2)

Protein Adi

Gen

Protein Fonksiyonu

Protein Yapisi

ABS’ nin etkisi ile artan

Ig gama-1
zincirinin C
bolgesi

IGHG1

immiinoglobulin agir zincirlerinin
sabit bolgesidir. Antikorlar olarak
da bilinen immunoglobulinler, B
lenfositleri  tarafindan  Uretilen
membrana bagli veya salgilanmis
glikoproteinlerdir. Himoral
imminitenin taninmasi
asamasinda, membrana  bagh
imminoglobulinler, spesifik bir
antijenin baglanmasi lzerine, B
lenfositlerinin  imminoglobulinleri
salgilayan  plazma hicrelerine
klonal genislemesini ve
farklilagmasini tetikleyen
reseptorler olarak hizmet ederler.
Salgilanmis imminoglobulinler,
baglanan  antijenlerin  ortadan
kaldiriimasiyla sonuglanan humoral
bagisikligin efektor fazina aracilik
eder.

Tubulin beta
zinciri

TUBB

Bkz. Tablo 5.3.

Heterojen
niikleer
riboniikleo-
protein F

HNRNPF

Pre-mRNA'larin, sitoplazmada
fonksiyonel, cevrilebilir mRNA'lar
haline gelmeden 6nce gergeklesen
olaylar igin substrati saglayan
heterojen nikleotid
ribonikleoprotein (hnRNP)
komplekslerinin bilesenidir.
Alternatif yapistirma olaylarinin
diizenlenmesinde rol oynar.

Keratin, tip |
sitoskeletal
10

KRT10

Bkz. Tablo 5.6.

Farkhlasan her bir protein UniProt programi araciligiyla incelenmis ve onemli

fonksiyonlara sahip oldugu gosterilmistir. Bu tez calismasi kapsaminda, ABS’ nin HepG2

karaciger kanseri hlcrelerinde etkili olan proteinler saptanmis, bu proteinlerin fonksiyonlari
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verilmis ve ayni zamanda bir bltlin halde ele alinarak hangi biyolojik yolaklari etkiledigi
bulunmustur. Farklilasan proteinlerin gen adlari kullanilarak String programi yardimiyla
protein-protein etkilesim ag haritasi olusturulmustur (Sekil 5.6.). String programi araciligiyla
saptanan biyolojik stirecler ve molekdiler fonksiyonlar GO numaralari araciliglyla QuickGO ve
KEGG veri tabanlarinda arastirilmistir (162).

String programi araciligyla ABS’ nin etkisiyle HepG2 hiicrelerinde degisen proteinlerin
atlasi Sekil 5.6.” da verilmistir. Protein atlasi incelendiginde EEF2, HSPA1A, VCP ve PSMAS ile
ifade dilen genlerin komsu genlerdir; TPM3, CKB HSPA1A, EEF2, TUBB, VCP, PSMAS ve
RAD23B’ (in kayaklarda olan iliskisi aciklanmis ve birlikte sentezlenmektedirler. Bu tez
calismasinda deneylerde gozlemlenen protein atlasi ile birlikte ABS’ nin endoplazmik

retikulumda protein isleme yolagiyla hicre icerisinde gerceklesen biyostrecleri etkiledigi

gozlemlenmistir.
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Sekil 5.6. HepG2 karaciger kanseri hiicrelerinde ABS’ nin etkisiyle farkllasan

proteinlerin birbirleriyle etkilesimi.
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Ayrica calismalarda KEGG vyolak analizi veri tabani aracihgiyla endoplazmik
retikulumda protein isleme yolagindaki (Bkz. Sekil 5.4.) HSPA1A, RAD23B ve VCP’ nin, ABS’

nin etkisiyle farkllastigi bulunmustur (164).

5.7. Caco-2, HT-29 ve HepG2 Hiicre Hatlarinda ABS’ nin Antineoplastik Etkisinin

incelenmesi

ABS’ nin etkisiyle Caco-2, HT-29 ve HepG2 hiicre hatlarinda nicel olarak farkllastig
saptanan proteinlerin yapilari, fonksiyonlari, birbirleriyle iliskisi ve yer aldiklari biyolojik
stirecler ve yolaklar Bkz. Bolim 5.2., B6lim 5.4. ve Bolim 5.6." da verilmistir. Degisim
gozlenen proteinler String protein atlasi programi ile degerlendirilmistir. ABS’ nin etkisi ile
azalan ve artan proteinler incelendiginde, Bkz. Sekil 5.1., 5.5. ve 5.6.” da goruldigu gibi
miktarinda degisim gozlemlenen proteinlerin cesitli yolaklarla birbirine bagl oldugu
gorinmektedir. Bu durum ABS’ nin ¢ogalmayi dnleyici etki mekanizmasinin spesifik yolaklar
Uzerinden gergeklesmis olduguna en blyuk isaretlerden birisidir. Gozlemlenen protein
haritasi ile birlikte ABS’nin spesifik yolaklarla hiicre icerisinde gerceklesen biyostirecleri
etkiledigi gdzlemlenmistir. Ozellikle kanser olusum mekanizmasinda etkili vinculin, HMGB1
gibi proteinlerin bu harita igerisinde bulunmasi ve bunlara bagh diger proteinlerin ABS ile
miktarlarinin degismesi, ABS’ nin kanser olusumuna karsi protein seviyesinde etkin oldugunu
gostermektedir. Miktarinda degisim gozlenen bu proteinler tek basina dahi
degerlendirildiginde ©6nemli bulgulara ulasiimaktadir. Vinculinin kolon kanserinde bir
biyobelirte¢c oldugu 2013 yilinda Sun ve ark. (165) tarafindan gergeklestirilen calismada
sunulmaktadir. HMGBL1 in kanser ile olan iliskisi de halihazirda bilinmektedir. Bu bélimde
kanser hticrelerinde yer alan bu proteinlerin antineoplastik etkisi incelenmistir.

Bir hiicrenin yasamsal faaliyetlerini devam ettirebilmesi icin hlicre morfolojisinin
bozulmamasi gereklidir. Hiicre morfolojisinin bitlnligliniin devam ettiriimesinde genler,
proteinler, cesitli kofaktorler, hiicre iskeletini olusturan bilesenler, membranda bulunan
lipitler, fosfolipitler, glikoproteinler gibi bircok etkenin roll vardir. ABS’ nin kanser hiicreleri
ile muamele edilmesinden sonra nicel olarak miktari degisen proteinlerden bazilar, hiicre
yapisinin olusturulmasinda, korunmasinda ve yenilenmesinde yer almaktadir. Caco-2

(Tubulin beta zinciri, Tubulin alfa-1B zinciri ve Ezrin) ve HT-29 kolorektal karsinoma
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hiicrelerinde (Koronin-1B, Src substrati kortaktin ve Drebrin benzer protein) ABS’ nin etkisiyle
miktari artan proteinlerin fonksiyonlari, Uniprot veri bankasi ile arastiriimis; sitoskeletal
yapilarin plazma membranina baglanmasi, mikrotibdillerin ana bileseni olma, fibroblastlarin
yapisal dinamikleri, hiicre hareketliligini diizenleme, aktin ve hiicre seklinin organizasyonuna
katkida bulunma gibi hiicre morfolojisinde énemli rolleri oldugu gosterilmistir (Bkz. Tablo
5.3., 5.5. ve 5.6.). Hiicre morfolojisinde etkisi olan bazi proteinlerin ABS’ nin etkisiyle arttig
gozlenmistir. Bu durum ABS ile muamele sonrasinda kanser hiicresinin bozulan morfolojisini
diizeltmek icin yani savunma amagl bahsi gecen proteinleri daha fazla eksprese ettigi
distinllmektedir. Caco-2 kolorektal karsinoma hiicrelerinde (Cinko parmak protein MYM-
tip 4, Differentially expressed in FDCP 6 homolog, PDZ ve LIM domain protein 1 ve Tubulin
alfa-1A zincir proteini), HepG2 hepatoselliiler karsinoma hiicrelerinde (Tropomiyosin alfa-3
zinciri) ABS’ nin etkisiyle miktari azalan proteinlerin fonksiyonlari, Uniprot veri bankasi ile
arastirilmis; sitoskeletal organizasyonunun diizenlenmesinde, mikrotibiillerin ana bileseni
olma gibi hiicre morfolojisinde 6nemli rolleri oldugu gosterilmistir (Bkz. Tablo 5.3., 5.4. ve
5.7). ABS’ nin antineoplastik etki mekanizmasinin, bu proteinlerin baskilanmasi veya
inhibisyonu ile hiicre morfolojisini bozarak gergeklestirdigi diistintilmektedir.

Dogada isleyen bircok denge kanunlarinda oldugu gibi proteinlerin sentezlenip,
islevlerini gergeklestirebilmesinde hiicre c¢ekirdeginden baslayan protein sentez ve
parcalanmasiyla biten bir protein dongisti vardir. Protein sentezi genlerde baslayan bir slire¢
olup DNA’ dan transkripsiyonla RNA sentezi, sonrasinda RNA’ dan translasyonla protein
sentezi ve daha sonrasinda hiicre icinde c¢esitli organellerde ya da sitoplazmada
modifikasyonlarla modifiye proteinler elde edilir. ABS’ nin kanser hiicreleri muamele
edilmesinden sonra nicel olarak miktari degisen bazi proteinler, nikleotid bazlarinin
sentezlenmesinde, transkripsyonda (RNA sentezlenmesinde) ve proteinlerin sentezlenmesi,
katlanmasi ve onariminda yer almaktadir. Caco-2 (Protein disilfit-izomeraz A3 ve 70 kDa is
sok proteni 1A/1B) ve HT-29 kolorektal karsinoma hiicrelerinde (Okaryotik ceviri baslatma
faktorli 5A-1, Serin-treonin reseptor kinaz ve Glukoz regilile protein-78), HepG2
hepatosellller karsinoma hiicrelerinde (Heterojen niikleer riboniikleoprotein F) ABS’ nin
etkisiyle miktari artan proteinlerin fonksiyonlari, Uniprot veri bankasi ile arastiriimis;

Proteinlerde -S-S- baglarinin yeniden diizenlenmesini kataliz etmede, translasyon uzamasina
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katilan mRNA baglanmasinda, hiicresel pre-mRNA’ larin birlestiriimesinde ve endoplazmik
retikulum limeninde protein katlanmasi gibi protein sentezinde énemli rolleri oldugu
gosterilmistir (Bkz. Tablo 5.3., 5.4., 5.5. ve 5.7.). Protein sentez yolaginda etkisi olan bazi
proteinlerin ABS’ nin etkisiyle arttig1 gdzlenmistir. Bu durum ABS ile muamele sonrasinda
kanser hiicresinin bozulan protein sentezini diizeltmek igin yani savunma amagli bahsi gegen
proteinleri daha fazla eksprese ettigi diistiniilmektedir. Caco-2 (Glukoz regiile protein-78,
60 kDa 1s1 sok proteini ve Okaryotik ceviri baslatma faktorii 5A-1) ve HT-29 kolorektal
karsinoma hiicrelerinde (Alfa-enolaz), HepG2 hepatoselliiler karsinoma hiicrelerinde
(Uzama faktorl 2, Proteazom subunite, alfa tip-5, UV eksizyon tamir proteini RAD23
homolog B, Gegcisli endoplazmik retikulum ATPaz) ABS’ nin etkisiyle miktari azalan
proteinlerin fonksiyonlari, Uniprot veri bankasi ile arastiriimis; tranlasyon uzamasinda mRNA
baglanmasinda, mRNA’ y1 ve ribozomdaki konformasyonel degisikliklerin kataliz
edilmesinde, mitokondriyal protein tasinmasinda, makromolekiiler protein yapiminda,
proteinlerin dogru katlanmasinda, proteinlerin yanls katlanmasini 6nlemede, endoplazmik
retikulum limeninde protein katlanmasi protein sentezinde ©6nemli rolleri oldugu
gosterilmistir (Bkz. Tablo 5.3., 5.4., 5.6. ve 5.7.). ABS’ nin antineoplastik etki mekanizmasinin,
bu proteinlerin baskilanmasi veya inhibisyonu ile protein sentezini transkripsiyon
basamagindan baslayarak protein sentezi ve modifikasyonunu bozarak gerceklestirdigi
distnilmektedir.

Caco-2 hiicrelerinde ABS'’ nin etkisiyle yaklasik 250 katlik bir azalis gosteren yiiksek
hareketlilik grubu protein B1 (HMGBL1), kolon kanser hiicrelerinde iretilmektedir. HMGB1,
kirk yil 6nce dana timusunda kesfedilmistir ve poliakrilamid jellerdeki elektroforetik
hareketliligine gore adlandiriimistir. HMGBL cift isleve sahip bir protein olup hiicrenin icinde,
bir DNA saperonu olarak gérev yapan bir kromozomal proteindir. HMGB1 hiicrenin disinda,
sitokinler, kemokinler ve biylme faktorleri ile etki gosteren prototipik hasarla iliskili
molekiler bir modeldir. Timor gelisimi sirasinda ve kanser tedavisinde, HMGB1’ in,
iltihaplanma, bagisiklik, genom stabilitesi, cogalma, metastaz, metabolizma, apoptoz ve
otofaji dahil olmak (izere bircok sinyal yolunu diizenleyerek hem hiicrenin hayatta kalmasini

hem de 6limini tesvik etmede rol oynadig bildirilmistir (166). HMGB1, makrofajlarda
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blylime inhibisyonunu ve apoptozu RAGE (receptor for advanced glycation end products)
hiicre ici sinyal yolagi lizerinden indiikledigi kaynaklarda gosterilmistir (167).

Nekroz disinda hiicre cekirdeginden sitoplazmaya ve hiicre disi bosluga salinan
HMGB1 aktif olup hiicre ¢ogalmasinin (proliferasyon) artmasindan (168), damar
olusumunun (anjiyojenezis) aktivasyonundan (169), artan hiicre hareketliliginden ve
inflamatuvar kosullarin uyariimasindan sorumludur (170). HMGB1, asiri ekspresyonu, sinirsiz
cogalma kabiliyeti, anjiyogenez, apoptoza direnc, hiicrelerin kendi bliylime faktorlerinin
Uretimi, biylme inhibitorlerine duyarlilik, inflamatuvar durum ve metastaz yapma gibi
kanser 6zelliklerine bagl olan bir proteindir. Bu nedenle, nekrotik hiicre 6limini indlkleyen
ilaclarla tedavi sirasinda HMGB1 aktivitesinin inhibisyonu, antitiimor tedavisini olumlu yonde
etkileyebilir (171).

Gastrointestinal kanserden kaynaklanan en énemli 6liim nedeni, tedaviye direngli
olan metastazlarin progresif blylimesidir. Metastaz, bir dizi ardisik ve birbirine bagli adimdan
olusan oldukca secici bir islemdir (172). Kanserde, antikanser o6zelliklerine sahip olan
makrofajlarin aktivasyonu baskilanir ve timor tesvik edici aktiviteye sahip olan vaskiler
endotelyal buylime faktori (VEGF) (173) ve trombosit kaynakli endotel hiicre biyime
faktort (174) dretilir. Makrofajlarin, HMGB1 seviyelerinin yikseldigi metastatik kolon
kanserinde onemli Glclide azaldigini bildirilmistir (175). Bu veriler 1si8inda HMGB1’ in
metastazda 6nemli bir rol oynadig gozlenmektedir (176). Caco-2 kolorektal karsinoma
hiicrelerinde, ABS’ nin antineoplastik etkisini metastaza neden olan HMGB1 proteinini
baskilayarak gosterdigi distinilmektedir.

1979’ da kesfedilen vinculin, 15' den fazla protein icin baglayici bolgelere sahip bir
adaptor proteindir (177). Biyokimyasal ve yapisal analizler, potansiyel baglayici ortaklar
hakkinda ayrintili bilgiye ve bunlarin baglanmasinin nasil diizenlenebileceginin anlasiimasina
katkida bulunmustur. Biittin bu bilgilere ragmen, vinculinin hiicrelerde nasil etki ettiginin ve
cok cesitli sinyalleri kontrol altinda tutmasinin molekiler temeli belirsiz kalmaktadir.
Vinculinin bir sinyal ag1 koordinasyonunda nasil yer aldiginin agiklanmasi gerekmektedir
(178).

Malign neoplazmlarin (olusan yeni dokular) invaziv veya metastatik bir fenotip

olusumu, genellikle hiicresel adhezyonun (yapiskanlik, ylizeye tutunma) azalmastile iliskilidir.
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Hiicre adhezyonunun altinda yatan molekiiler mekanizmalarin aydinlatiimasindaki son
gelismeler, donlstirilmis fenotipin kazanilmasinda rol oynayabilecek olasi molekiler
hedeflere ¢ok fazla isik tutmustur (179). Kanser hiicrelerinin yapismasinin azalmasi ile iliskili
olabilecek alternatif bir mekanizma, vinculin de dahil olmak Uzere, adhezyonla iliskili
proteinlerin farkli ekspresyonudur. Malign degisiklikler genellikle bu tip proteinlerin disik
ekspresyonunun neden oldugu azaltilmis hiicresel adhezyonla iliskilendirilmistir. Bu
proteinlerin dlistik ekspresyonu ile, malign hiicrelerin primer tiimorlerden ayrilmasi, komsu
dokular istila etmesi, kan damari ve lenflere nifuz etmesi ve hedef organlarda metastaz
olusturmak icin damar disina sizma egilimi gibi malign degisikliklerden sorumlu oldugu 6ne
strllmistir (179-183). Kanser hicrelerinin adhezyon oOzelliklerinde meydana gelen
degisikliklerle, kanser hucrelerinin  karakteristik Ozelliklerinin  azalmasina katkida
bulunulabilmektedir. Caco-2 kolorektal karsinoma hiicrelerinde, ABS’ nin vinculin
ekspresyonunu artirip metastaz olusumuna engel olarak antineoplastik etkisini gosterdigi

disinilmektedir.



165

6. SONUC VE ONERILER

Kanser, DNA'nin hasari sonucu hiicrelerin, kontrolsiiz veya anormal bir sekilde
buylmesi ve ¢ogalmasidir. Kanser, ginUmuizde insanlari gerek sosyal gerekse ekonomik
anlamda tehdit eden en 6limcuil hastaliklarin basinda gelmektedir ve kanser tedavisinde
kullanilan ve onay almis ruhsatl ilaglarin biylk bir kisminin bitkisel kaynakli oldugu

belirtiimektedir.

Kanser sonucu timor gelisiminde hiicrede gergeklesen fizyolojik degisiklikler
sirasiyla; buylimede kendi kendine yeterlilik, bliyiime inhibisyonuna duyarsizlik, programili
hiicre 6liminden kurtulma, sinirsiz ¢ogalma potansiyeli, yeni damarlarin olusumu ve
gelismesi ve sigrama yani gevre dokulara yayllma olaylaridir. Kanserin teshis ve tedavisinde
gelisme saglayabilmek icin bu fizyolojik degisiklikler ile ilgili mekanizmalarin olusumlarini
molekuler diizeyde aciklamak gerekmektedir. Cok farkl tipleri olan ve oliimcdil bir hastalik
tlird olan kansere yonelik proteomik galismalar ¢cok 6nemlidir. Kanserin etki mekanizmasinin
ve ilagla tedavilerin etki mekanizmalarinin aydinlatiimasinda ve yeni biyobelirteglerin

kesfinde, proteomik analizler 6nemli bir yere sahiptir.

Her hiicrede bulunan ve genetik programi olusturan genom, genom tarafindan
kodlanan proteinleri tanimlayan proteom diizeyinde antikanser aktivite sonucu gerceklesen

olaylari agiklamak gerekmektedir.

Genomik, transkriptomik, proteomik ve metabolomik tekniklerin tamamini
kapsayan omik yaklasimlar, ileri analitik teknikler kullanarak antikanser aktiviteyi molekiiler
diizeyde incelemek amaciyla kullaniimaktadir.

Proteom, genom tarafindan kodlanan proteinleri tanimlar. Bir hiicrenin, organin veya
organizmanin belirli bir zaman ve mekanda sahip oldugu tim proteinlerin bir toplamidir ve
sadece genler tarafindan kodlanan polipeptid yapilari degildir. “Mekan” terimi farkli
proteinlerin hiicrenin farkli bélimlerinde ve farkli hiicre tiplerinde ifadesini, “zaman” terimi
ise farkl gelisim evrelerinde farkli cevresel kosullar, yaslilik ve cesitli hastaliklar gibi stirecleri
ifade eder. Ayrica proteom, hiicreden hiicreye farklilik gosterir. Hastalik durumlarinda, stres
altinda hatta gliniin saatine bagli olarak bile proteom, genomun aksine degisiklik

gostermektedir. Proteom analizine proteomik denilmektedir. Proteomik; belli bir zamanda
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belli bir yerde bulunan tiim proteinlerin yapilarini, yerlesimlerini, miktarlarini, translasyon
sonrasl degisimlerini, diger proteinlerle ve makro molekiillerle olan etkilesimlerini inceler.

Kiyaslamali proteomik, iki farkli kosul altinda toplam protein ifadesinin
(ekspresyonunun) nitel ve nicel analizinin yapilmasidir. Hicrede belirli bir hastalik
durumunda degisime ugrayan proteinlerin belirlenmesi ya da bir ilag, kimyasal veya fiziksel
stimiile edici ile karsilasma durumunda etkilenen proteinlerin incelenmesi kiyaslamali
proteomigin c¢alisma alaninda yer almaktadir. Bu tez kapsaminda kiyaslamali proteomik
calismalari 2D jel elektroforez yontemi ile gergeklestirilmistir. Bu yontemde, 2 ayirma teknigi
kullanilarak binlerce proteinin tek adimda ayrilmasi saglanir. 1. boyutta bir karisim igindeki
proteinler, pl' larina gore IPG seritler Gzerinde ayrilir, 2. boyutta ise SDS-PAGE teknigi ile
proteinler molekul agirliklarina gore ayrilirlar. Boylece SDS - PAGE jel Uzerinde bantlar
(spotlar) halinde proteinler birbirinden ayrilmis olur. Béylece orneklere ait protein profili
cikarilarak farkl kosullarda ifade edilen proteinler tespit edilmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda, proteomik calismalar icin Caco-2 ve HT-29 kolon
kanseri ve HepG2 karaciger kanseri hiicre hatlari kullanilmistir ve ABS’ nin, Caco-2 ve HT-29
kolon kanseri ve HepG2 karaciger kanseri hiicreleri Gzerindeki etkisi kiyaslamali proteomik
calismalarla incelenmistir. 2D jel elektroforez yontemi ile proteomik calismalar
gerceklestirilmis ve miktari degisen proteinler imaj analizi ¢alismalariyla saptanmistir.
Farklilastig! tespit edilen proteinlerin yapilari, MALDI-TOF/TOF-MS cihazi ve PMF araciligiyla
ile aydinlatilmistir. Daha sonra String, QuikGO ve KEGG gibi veri tabanlari araciligiyla
belirlenen proteinlerin gesitli biyolojik yolaklarda ve stireclerde gorev aldigl, hangi biyolojik
stirecleri ve molekiiler fonksiyonu etkiledigi tespit edilmistir.

Bu calisma, 3 farkli kanser hiicre hattinda (Caco-2, HT-29 ve HepG2), ABS' nin
antikanser aktivitesini molekiler diizeyde proteomik calismalarla (2D jel elektroforez ve
MALDI-TOF/TOF-MS) ortaya koyan ilk calismadir. Calismada ABS tarafindan, % 90 gliven
araliginda istatistiksel olarak anlamli ve nicel olarak en az 2 kat degisen 69 tane protein analiz
edilerek tanimlanmistir.

ABS’ nin etkisi ile azalan ve artan proteinler incelendiginde, Sekil 5.2 - 5.4." de
gorlldigl gibi miktarinda degisim gozlemlenen proteinlerin gesitli yolaklarla birbirine bagli

oldugu goriinmektedir. Bu durum ABS’ nin kanser lzerine etki mekanizmasinin spesifik
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yolaklar tGzerinden gerceklesmis oldugunu gostermektedir. Gozlemlenen protein haritasi ile
birlikte ABS’ nin spesifik yolaklarla hiicre igerisinde gerceklesen biyosirecleri etkiledigi
gozlemlenmistir.

Bu calismada, farklilastigl saptanan proteinler kiyaslamali proteomik calismalarla
bulunmustur. Saptanan proteinlere ait genomik, metabolomik ve transkriptomik gibi omik
teknikler de kullanilarak ABS’ nin etkisi, molekiler dizeyde bir bitin olarak
degerlendirilmelidir ve omik tekniklerden elde edilen sonuglarin birlikte degerlendirilmesi
sonucu antikanser aktivitenin, hangi metabolik yolaklar Uzerinde etki sonucu olustugu
hakkinda 6nemli verilere ulasilabilecegi distintlmektedir.

ABS’ nin kolon ve hepatoselliler kanser hiicrelerinde c¢ogalmayi Onleyici
(antiproliferatif) etkisinin oldugu saptanmistir. Ancak saglikli kolon ve karaciger hiicreleriyle
calismalar yapilarak da herhangi bir yan etkinin olup olmadigi incelenmelidir.

ABS’ nin kolon ve karaciger kanseri hcrelerine ait numunelerdeki
proteinlerin belirlenmesi amaciyla 2D jel elektroforez ve kiitle spektrometrisi yontemleri
kullanilmistir. Bu yontemler kullanarak, saglikli kolon ve karaciger hicrelerine ait
numunelerdeki protein ifadelerinin belirlenip kanserli hiicrelerde bulunan veya kanserli
hiicrelerde bulunmayan proteinler kiyaslamali proteomik ¢alismalarla tespit edilebilir.

Kanser tedavisinde cesitli terapétik ilaglar kullanilmaktadir. Ancak ilaglarin yan
etkilerinin ¢cok olmasi nedeniyle tedavide yiiksek dozlar kullanilamamaktadir. Terapétik
ilaclarla birlikte ABS’ nin kullanilmasiyla sinerjik etki olusturup olusturmadigi deneylerle
ortaya konmalidir.

Bu tez calismasiyla in-vitro hicre kiltiri deneyleri gerceklestiriimis ve 2D jel
elektroforez ile MALDI-TOF/TOF-MS ile nicel anlamda farklilastigi saptanan proteinler analiz
edilmistir. Tanimlanan bu proteinlerin analizi Western Blot, es zamanh (real time) PCR
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yontemleri ile calisilip gen dizeyinde de bu proteinlerin
miktarinin degisip degismedigi arastiriimalidir.

ABS’ nin daha buiylik organizmalarda da ayni biyolojik yolaklarda ve siireclerde yer
alip almayacagi yani ayni etkiyi verip vermeyecegi bilinmemektedir. Bu nedenle ABS’ nin
etkisinin deneysel canlilar (fare, sican, tavsan, vb.) Gzerinde arastirilarak yani in-vivo

calismalar yapilarak ayni etkiye sahip olup olmadigi incelenmelidir.
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8. EKLER

Ek-1. Ankaferd Hemostat’ in Muamelesiyle HepG2 Hiicrelerinde Peptid Dizileme ve

De Novo ile Farklilasan Proteinlerin Tanimlanmasi

Heterojen nukleer ribonikleoprotein F proteininin HSGPNSADSANDGFVR peptidine

ait b ve y iyon fragmentlerinin spektrumu

MS/MS Fragmentation of HSGPNSADSANDGFVR
Found in HNRPF _HUMAN, Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F OS=Homo sapiens GN=HNRNPF PE=1 SV=3

Match to Query 67: 1629.749194 from(1630.756470,1+) intensity(0.0000) index(9)
Title: Locus:1.P2.2.1.10

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

Or, [_Plotfrom ] [400

|to [1700

|D

a Full range

Label all possible matches ©  Label matches used for scoring @

g
>
~
g g
£ =4
: o
; a
~ o . |
2] 2 4 S
> @ : :
& o . ] =
¥ 3 |l >
"~ i . - A
8 & 8 g
= g: ' ?ﬂl 1
g % < iz 3 1 8 g 8
& Z g g sz || g 8§32
% T I - |
H I [N | N HE TR " wadic b do
T T T T T T T T T T T
400 600 800 1000 1200 1400 1600
Moncisotopic mass of neutral peptide Mr{calec): 162%.7132
Ions Score: 52 Expect: 0.00023
Matches 22/288 fragment ions using 37 most intense peaks (help)

Heterojen nikleer ribonikleoprotein F proteinin HSGPNSADSANDGFVR peptidine ait

b ve y iyonlarini m/z degerleriyle peptidin amino asit dizisi

# | Immon. a a® a? b b* »? Seq. v w ¥y ¥* yﬂ #
1(110.0713| 110.0713 138.0662 H 16
2| 60.0444| 197.1033 179.0927| 225.0982 207.0877| S |1461.6353|1460.6401| 1493.6615|1476.6350|1475.6510|15
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16(129.1135 R 74.0237| 73.0284| 175.1190( 158.0924 1
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Keratin tip | sitoskeletal 10 proteininin LKYENEVALR peptidine ait b ve y iyon
fragmentlerinin spektrumu

MS/MS Fragmentation of LKYENEVALR
Found in K1C10 HUMAN, Keratin, type I cytoskeletal 10 OS=Homo sapiens GN=KRT10 PE=1 SV=6

Match to Query 37: 1233.667774 from(1234.675050,14) intensity(0.0000) index(8)
Title: Locus:1.P3.2.1.9
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Moncisotopic mass of neutral peptide Mr{cale): 1233.6717
Ions Score: 73 Expect: 2.7e-006
Matches : 16/142 fragment ions using 22 most intense peaks (help)

Keratin tip | sitoskeletal 10 proteinin LKYENEVALR peptidine ait b ve y iyonlarini m/z

degerleriyle peptidin amino asit dizisi
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Keratin tip | sitoskeletal 10 proteinine ait MS spektrumu
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Uzama faktori 2 proteininin CLYASVLTAQPR peptidine ait b ve y iyon fragmentlerinin

spektrumu

MS/MS Fragmentation of CLYASVLTAQPR
Found in EF2_HUMAN, Elongation factor 2 OS=Homo sapiens GN=EEF2 PE=1 SV=4

Match to Query 56: 1377.729664 from(1378.736940,1+) intensity(0.0000) index(9)
Title: Locus:1.P4.2.1.10

Click mouse within plot area to zoom in by factor of two about that point
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Monoisotopic mass of neutral peptide Mr(calec): 1377.7075
Variable modifications:

cl : Carbamidomethyl (C)
Icons Score: 74 Expect: 1.%e=-006
Matches : 27/176 fragment ions using 39 most intense peaks (help)

Uzama faktori 2 proteinin CLYASVLTAQPR peptidine ait b ve y iyonlarini m/z

degerleriyle peptidin amino asit dizisi

# | Immon. a a* al b b* p? Seq. v W w' ¥ y* yﬂ #
1(133.0430( 133.0430 161.0379 C 12
2| 86.0964| 246.1271 274.1220 L |1160.6058|1159.6106 1218.6841|1201.6576|1200.6735|11
3|136.0757| 409.1904 437.1853 Y | 997.5425 1105.6000 [1088.5735|1087.5895/10
4| 44.0495( 480.2275 508.2224 A | 926.5054 942.5367 | 925.5102| 924.5261| 9
5| 60.0444| 567.2595 549.2490| 595.2545 5772439 S | 839.4734| 838.4781 871,4996 | 854.4730| 853.4890| 8
6| 72.0808| 666.3280 648.3174| 694.3229 676.3123| 'V | 740.4050| 753.4254 784.4676 | 767.4410| 766.4570| 7
7| 86.0964| 779.4120 761.4015| 807.4069 789.3964| L | 627.3209| 626.3257 685.3992 | 668.3726| 667.3836| 6
8| 74.0600( 880.4597 862.4491| 908.4546 890.4441| T | 526.2732| 539.2936(541.2729| 572.3151 | 555.2885| 554.3045| §
9| 44.0495| 951.4968 933.4863| 979.4917 9614812 A | 455.2361 471.2674 | 454.2409 4
10{101.0709(1079.5554|1062.5288 |1061.5448 |1107.5503(1090.5238{1089.5397| Q | 327.1775| 326.1823 400.2303 | 383.2037 3
11| 70.0651(1176.6082(1159.5816|1158.5976|1204.6031|1187.5765|1186.5925| P | 230.1248| 229.1295 2721717 | 2551452 2
12(129.1135 R 74.0237| 73.0284 175.1190 | 158.0924 1




Uzama faktori 2 proteinine ait MS spektrumu
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Ist sok proteini 70 kDa 1A / 1B proteininin IINEPTAAAIAYGLDR peptidine ait b ve y iyon
fragmentlerinin spektrumu

MS/MS Fragmentation of INEPTAAATAYGLDR
Found in HSP71 HUMAN, Heat shock 70 kDa protein 1A/1B OS=Homo sapiens GN=HSPA1A PE=1 SV=5

Match to Query 70: 1686.902394 from(1687.909670,1+) intensity(0.0000) index(8)
Title: Locus:1.P5.2.1.9
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Moneisotopic mass of neutral peptide Mr{calc): 168&.89540
Ions Score: 82 Expect: 3.5e-007
Matches : 26/233 fragment ions using 32 most intense peaks (help)

Isi sok proteini 70 kDa 1A / 1B proteinin IINEPTAAAIAYGLDR peptidine ait b ve y

iyonlarini m/z degerleriyle peptidin amino asit dizisi

# | Immon. a a* al b b* b? Seq. v W w' b Vi y" #
1| 86.0964| 86.0964 114.0913 I 16
2| 86.0964( 199.1805 227.1754 I |1516.7390|1529.7595(1543.7751| 1574.8173|1557.7908 | 1556.8067 (15
3| 87.0553( 313.2234| 296.1969 341.2183| 324.1918 N |1402.6961|1401.7009 1461.7332|1444.7067 |1443.7227(14
4|102.0550( 442.2660| 425.2395| 424.2554| 470.2609| 453.2344| 452.2504| E |1273.6535|1272.6583 1347.6903|1330.6638 |1329.6797(13
5| 70.0651( 539.3188| 522.2922| 521.3082| 567.3137| 550.2871| 549.3031| P |1176.6008|1175.6055 1278.6477 |1201.6212|1200.6371|12
6| 74.0600( 640.3665| 623.3399| 622.3559| 668.3614| 651.3348| 650.3508| T (1075.5531(1088.5735|1090.5528| 1121.5950|1104.5684|1103.5844|11
7| 44.0495( 711.4036| 694.3770| 693.3930| 739.3985| 722.3719| 721.3879| A |[1004.5160 1020.5473 |1003.5207|1002.5367|10
8| 44.0495( 782.4407| 765.4141| 764.4301| 810.4356| 793.4090| 792.4250| A | 933.4789 949.5102 | 932.4836| 931.4996| 9
9| 44.0495( 853.4778| 836.4512| 835.4672| 881.4727| 864.4462| 863.4621| A | 862.4417 878.4730 | 861.4465| 860.4625| 8
10| 86.0964| 966.5619 948.5513| 994.5568| 977.5302| 976.5462| 1 T49.3577( 762.3781| 776.3937| 807.4359 | 790.4094| 789.4254| 7
11| 44.0495(1037.5990|1020.5724(1019.5884 |1065.5939 (1048.5673|1047.5833| A | 678.3206 694.3519 | 677.3253| 676.3413| 6
12|136.0757(1200.6623|1183.6358(1182.6517|1228.6572(1211.6307|1210.6467| Y | 515.2572 623.3148 | 606.2882| 605.3042( 5
13| 30.0338(1257.6838|1240.6572|1239.6732|1285.6787|1268.6521|1267.6681| G 460.2514 | 443.2249| 442.2409| 4
14| 86.0964(1370.7678|1353.7413|1352.7573|1398.7627|1381.7362|1380.7522| L | 345.1517( 344.1565 403.2300 | 386.2034| 385.2194| 3
15| 88.0393(1485.7948|1468.7682|1467.7842 |1513.7897|1496.7631|1495.7791| D | 230.1248| 229.1295 290.1459 | 273.1193| 272.1353| 2
16/129.1135 R 74.0237| 73.0284 175.1190 | 158.0924 1




Ist sok proteini 70 kDa 1A / 1B proteinine ait MS spektrumu

TOFITOF™ Reflector Spec #1 MC[BP = 433.0,30291]
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1687.91 m/z degerli precursor iyona ait MS/MS spektrumu

“TOFITOF™ MS/MS Precursor 1687.91 Spec #1 MC[BP = 1219.0, 404]
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1687.91 m/z degerli precursor iyona ait De Novo amino asit dizisi

‘Spoctrum Label: P5_10 . Pracursor: 1687.9097

Paptide Sequence: TAAP! Score: 2622
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Proteazom subunite alfa tip 5 proteininin LFQVEYAIEAIK peptidine ait b ve y iyon
fragmentlerinin spektrumu

MS/MS Fragmentation of LFQVEYAITEATK
Found in PSAS HUMAN, Proteasome subunit alpha type-5 OS=Homo sapiens GN=PSMAS5 PE=1 SV=3

Match to Query 65: 1422.756514 from(1423.763790,1+) intensity(0.0000) index(7)
Title: Locus:1.P6.2.1.8

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

or, (Petfon ] [0 Jto [1500__|Da

Label all possible matches ©  Label matches used for scoring @
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Monoisotopic mass of neutral peptide Mr(calc): 1422.7758
Tons Score: B2 Expect: 3.2e-007
Matches : 21/162 fragment ions using 21 most intense peaks (help)

Proteazom subunite alfa tip 5 proteinin LFQVEYAIEAIK peptidine ait b ve y iyonlarini

m/z degerleriyle peptidin amino asit dizisi

#  Immon. a a* al b b* b? Seq. ¥ v yﬂ #
1| 86.0964| 86.0964 114.0913 L 12
2{120.0808| 233.1648 261.1598 F | 1310.6991|1293.6725|1292.6885|11
3(101.0709| 361.2234| 344.1969 389.2183 | 372.1918 Q |1163.6307 |1146.6041|1145.6201 (10
4| 72.0808| 460.2918| 443.2653 488.2867 | 471.2602 V |1035.5721 |1018.5455|1017.5615| 9
5(102.0550| 589.3344| 572.3079| 571.3239| 617.3293 | 600.3028| 599.3188| E | 936.5037 | 919.4771| 918.4931| 8
6(136.0757| 752.3978| 735.3712| 734.3872| 780.3927 | 763.3661| 762.3821| Y | 8074611 | 790.4345| 789.4505( 7
7| 44.0495| 823.4349| 806.4083| 805.4243| §51.4298 | 834.4032| 833.4192| A | 644.3978 | 627.3712| 626.3872| 6
8| 86.0964| 936.5189| 919.4924| 918.5084| 964.5138 | 947.4873| 946.5033| I | 373.3606 | 556.3341| 555.3501| 5
9(102.0550(1065.5615|1048.5350|1047.5510|1093.5564 |1076.5299|1075.5459| E | 460.2766 | 443.2500| 442.2660( 4
10| 44.0495|1136.5986(|1119.5721|1118.5881|1164.5936 |1147.5670|1146.5830| A | 331.2340 | 314.2074 3
11| 86.0964|1249.6827(1232.6562(1231.6721| 1277.6776|1260.6511|1259.6671| I 260.1969| 243.1703 2
12|101.1073 K 147.1128| 130.0863 1




Proteazom subunite alfa tip 5 proteinine ait MS spektrumu

TOFITOF™ Reflector Spec #1 MC[BP = 726.3, 10694]
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1063.51 m/z degerli precursor iyona ait MS/MS spektrumu

TOFITOF™ MSMS Precursor 1063.51 Spec #1 MC[BP = 441.4, 187]
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1063.51 m/z degerli precursor iyona ait De Novo amino asit dizisi

‘Spectrum Label: P6_11 . Precurser: 10635077 Poplide Sequence: GVNTFSIIGR Score: 60.86
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Tropomiyosin alfa-3 zinciri proteininin IQLVEEELDR peptidine ait b ve y iyon

fragmentlerinin spektrumu

MS/MS Fragmentation of IQLVEEELDR
Found in TPM3 HUMAN, Tropomyosin alpha-3 chain OS=Homo sapiens GN=TPM3 PE=1 SV=1

Match to Query 60: 1242.626754 from(1243.634030,1+) intensity(0.0000) index(9)
Title: Locus:1.P8.2.1.10

Click mouse within plot area to zoom in by factor of two about that point
Or, [_Plotfrom ] [100 |to [1300 |Da [ Fullrange ]

Label all possible matches ©  Label matches used for scoring @
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200 400 600 800 1000 1200
Monoisotopic mass of neutral peptide Mr(calec): 1242.6456
Ions Score: 50 Expect: 0.00051
Matches : 11/144 fragment ions using 14 most intense peaks (help)

Tropomiyosin alfa-3 zinciri proteinin IQLVEEELDR peptidine ait b ve y iyonlarini m/z

degerleriyle peptidin amino asit dizisi

e

Immon. a a® al b b* b [Seq. v w y y* ¥ #
86.0964| 86.0964 114.0913 I 10
101.0709| 214.1550| 197.1285 242.1499 | 225.1234 Q |1057.5160(1056.5208 | 1130.5688 |1113.5422{1112.5582
86.0964| 327.2391| 310.2125 355.2340| 338.2074 L | 944.4320| 943.4367| 1002.5102| 985.4837| 984.4997
72.0808| 426.3075| 409.2809 454.3024 | 437.2758 V | 845.3636| 858.3840| 889.4262| 872.3996| 871.4156
102.0550| 555.3501| 538.3235| 537.3395| 583.3450 | 566.3184| 565.3344| E | 716.3210| 715.3257| 790.3577| 773.3312| 772.3472
102.0550| 684.3927| 667.3661| 666.3821| 712.3876| 695.3610| 694.3770| E | 587.2784| 586.2831| 661.3151 | 644.2886| 643.3046
102.0550| 813.4353| 796.4087| 795.4247| 841.4302 | 824.4036| 823.4196| E | 458.2358| 457.2405| 532.2726 | 515.2460| 514.2620
86.0964| 926.5193| 909.4928| 908.5088| 954.5142| 937.4877| 936.5037| L | 345.1517| 344.1565| 403.2300 | 386.2034| 385.2194
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§8.0393|1041.5463|1024.5197(1023.5357{1069.5412{1052.5146 | 1051.5306 230.1248) 229.1295) 290.1459| 273.1193| 272.1353
10]129.1135 74.0237| 73.0284| 175.1190 | 158.0924
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Tropomiyosin alfa-3 zinciri proteinine ait MS spektrumu

01258
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TOFITOF™ Reflector Spec #1 MC[BP = 433.0, 32236]
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1243.63 m/z degerli precursor iyona ait MS/MS spektrumu
TOFITOF™ MS/MS Precursor 1243.63 Spec #1 MC[BP = 1762, 64]
100 175.1620 66
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1243.63 m/z degerli precursor iyona ait De Novo amino asit dizisi

‘Spoctrum Label: P3_11 . Procurser: 1243.6340
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UV eksizyonu onarim proteininin NFVVVMVVTKPK peptidine ait b ve y iyon
fragmentlerinin spektrumu

MS/MS Fragmentation of NFVVVMVTKPK
Found in RD23B_ HUMAN, UV excision repair protein RAD23 homolog B OS=Homo sapiens GN=RAD23B PE=1 SV=1

Match to Query 64: 1276.694874 from(1277.702150,1+) intensity(0.0000) index(1)
Title: Locus:1.P9.2.1.2

Click mouse within plot area to zoom in by factor of two about that point
Or, [_Plotfrom ] [200 lto 1300 |Da [ Fulrange |
Label all possible matches C  Label matches used for scoring @
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Moncisotopic mass of neutral peptide Mr{cale): 1276.7213

Variable modifications:

M6 : Oxidation (M), with neutral losses 0.0000(shown in table}, 63.99%83
Ions Score: 58 Expect: 7e-005

Matches : 8/222 fragment ions using 10 most intense peaks thelp)

UV eksizyonu onarim proteinin NFVWVMVVTKPK peptidine ait b ve y iyonlarini m/z

degerleriyle peptidin amino asit dizisi

# | Immon. a a* a’ b b* b? Seq. ¥ y* yﬂ #
1| 87.0553| 87.0553| 70.0287 115.0502| 98.0237 N 11
2|120.0808| 234.1237| 217.0972 262.1186| 245.0921 F [1163.6857|1146.6591|1145.6751|10
3| 72.0808| 333.1921| 316.1656 361.1870 | 344.1605 V |1016.6173| 999.5907| 998.6067| 9
4| 72.0808| 432.2605| 415.2340 460.2554 | 443.2289 V | 917.5489| 900.5223| 899.5383| 8
5| 72.0808| 531.3289| 514.3024 559.3239 | 542.2973 V | 818.4804| 801.4539| 800.4699| 7
6|120.0478| 678.3643| 661.3378 706.3593 | 689.3327 M | 719.4120| 702.3855| 701.4015| 6
7| 72.0808| 777.4328| 760.4062 805.4277 | 788.4011 V | 572.3766| 555.3501| 5543661 §
8| 74.0600| 878.4804| 861.4539| 860.4699| 906.4754 | 889.4488| 888.4648| T | 473.3082| 456.2817| 455.2976| 4
9|101.1073|1006.5754| 989.5489| 988.5648|7034.5703 |1017.5438|1016.5598| K | 372.2605| 355.2340 3

10| 70.0651|1103.6282|1086.6016(1085.6176| 1131.6231|1114.5965|1113.6125| P | 244.1656| 227.1390 2

11|101.1073 K | 147.1128| 130.0863 1




UV eksizyonu onarim proteinine ait MS spektrumu

TOFITOF™ Reflector Spec #1 MC[BP = 920.4, 4745]
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899.504 m/z degerli precursor iyona ait MS/MS spektrumu

TOFITOF™ MSMS Precursor 899.604 Spec #1 MC[BP = 176.2,63]
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899.504 m/z degerli precursor iyona ait De Novo amino asit dizisi

‘Spactrum Labal: P98 - Precursor: 899.5042 Poptide Score: 59.18
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Laktolglutatyon liyaz proteininin SLDFYTR peptidine ait b ve y iyon fragmentlerinin
spektrumu

MS/MS Fragmentation of SLDFYTR
Found in LGUL_HUMAN, Lactoylglutathione lyase OS=Homo sapiens GN=GLO1 PE=1 SV=4

Match to Query 60: 900.417524 from(901.424800,1+) intensity(0.0000) index(7)
Title: Locus:1.P10.2.1.8

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

or, [Potfon ] [0 Jto 0 Ipa

Label all possible matches ©  Label matches used for scoring ®

g
o
g
n
S 5
9 v EY g
\51 ;: ~ ! E
: A8 o ~ ~
=F & 3 £ S| g &
5 % B 3 5 0
1o : ;I. | Ll 1 1y iyl 1l s lllllll
T T T T T T T T T 1 T T 1 T T T T 1
100 200 300 400 500 600 700 800 900

Laktolglutatyon liyaz proteinin SLDFYTR peptidine ait b ve y iyonlarini m/z degerleriyle

peptidin amino asit dizisi

#| Immon. a al b b?  [Seq. v w w' ¥ v* y“ #
1| 60.0444| 60.0444| 42.0338| 88.0393| 70.0287 7
2| 86.0964|173.1285|155.1179|201.1234|183.1128 756.3311|755.3359 814.4094|797.3828|796.3988 (6
3| 88.0393|288.1554|270.1448|316.1503|298.1397 641.3042|640.3089 701,3253 |684.2988(683.3148

Hi=| == 2 |

5
41120.0808|435.2238|417.2132|463.2187|445.2082 4942358 586.2984 1569.2718|568.2878|4
5|136.0757|598.2871|580.2766(626.2821|608.2715 331.1724 439.2300 |422.2034|421.2194 |3
6| 74.0600(699.3348|681.3243|727.3297|709.3192 230.1248|243.1452(245.1244|276.1666 |259.1401|258.1561|2
7|128.1135 74.0237| 73.0284 175.1190 |158.0924 1




Laktolglutatyon liyaz proteinine ait MS spektrumu

TOFITOF™ Reflector Spec #1 MC[BP = 433.0, 16336]
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901.425 m/z degerli precursor iyona ait MS/MS spektrumu

TOFITOF™ MSIMS Precursor 901.425 Spec #1 MC[BP = 686.5, 1976]
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Gegissel endoplazmik retikulum proteininin GILLYGPPGTGK peptidine ait b ve y iyon

fragmentlerinin spektrumu

MS/MS Fragmentation of GILLYGPPGTGK
Found in TERA HUMAN, Transitional endoplasmic reticulum ATPase OS=Homo sapiens GN=VCP PE=1 SV=4

Match to Query 63: 1171.625534 from(1172.632810,1+) intensity(0.0000) index(3)
Title: Locus:1.P11.2.1.4

Click mouse within plot area to zoom in by factor of two about that point
Or, [_Plotfrom ] [250 lto [200  |Da [ Fulrange ]
Label all possible matches O  Label matches used for scoring ®
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Gecissel endoplazmik retikulum proteinin GILLYGPPGTGK peptidine ait b ve y

iyonlarini m/z degerleriyle peptidin amino asit dizisi

# | Immon. a a? b b? Seq. ¥y ¥* yﬂ #
1| 30.0338| 30.0338 58.0287 G 12
2| 86.0964|143.1179 171.1128 I | 1115.6459|1098.6194|1097.6354 (11
3| 86.05964|256.2020 284.1969 L |1002.5619 | 985.5353| 984.5513|10
4| 86.0964|369.2860 397.2809 L | 889.4778 | 872.4512| 871.4672| 9
§(136.0757|532.3493 560.3443 Y | 776.3937 | 759.3672| 758.3832| 8
6| 30.0338|589.3708 617.3657 G | 613.3304 | 596.3039| 595.3198| 7
7| 70.0651|686.4236 7I14.4185 P | 556.32089 | 539.2824| 538.2984)| 6
8| 70.0651|783.4763 811.4713 P | 459.2562 | 442.2296| 441.2456| 5
9| 30.0338(840.4978 868.4927 G 362.2034| 345.1769| 344.1928| 4
10| 74.0600|941.5455|923.5349| 969.5404 | 951.5298| T 305.1819| 288.1554| 287.1714| 3
11| 30.0338|998.5669(980.5564(1026.5619|1008.5513| G | 204.1343| 187.1077 2
12(101.1073 K 147.1128| 130.0863 1




Gecissel endoplazmik retikulum proteinine ait MS spektrumu

TOFITOF™ Reflector Spec #1 MC[BP = 401.2, 23417)
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947.545 m/z degerli precursor iyona ait MS/MS spektrumu

TOFITOF™ MSIMS Precursor 947.545 Spec #1 MC[BP = 647.6, 306]
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947.545 m/z degerli precursor iyona ait De Novo amino asit dizisi

‘Spectrum Label: P11.9 .

Poptide Sequence: KGDIFIVR Score: 13.12
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Kreatin kinaz B tipi proteininin LAVEALSSLDGDLAGR peptidine ait b ve y iyon
fragmentlerinin spektrumu

MS/MS Fragmentation of LAVEALSSLDGDLAGR
Found in KCRB_HURMAN, Creatine kinase B-type OS=Homo sapiens GN=CKB PE=1 3V=1

Match to Query 58: 1585.821944 from(1586.829220,1+) intensity(0.0000) index(7)
Title: Locus:1.P12.2.1.8

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

or, [Plotfiom ] [10Jto [1600 _]Da

Label all possible matches C  Label matches used for scoring @
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Monoisotopic mass of neutral peptide Mr{calec): 1585.8311
Icons Score: 87 Expect: 1e-007
Matches : 21/258 fragment ions using 29 most intense peaks (help)

Kreatin kinaz B tipi proteinin LAVEALSSLDGDLAGR peptidine ait b ve y iyonlarini m/z

degerleriyle peptidin amino asit dizisi

# | Immon. a al b B? Seq. v w ¥ ¥* y" #
1| 86.0964| 86.0964 114.0913 L 16
2| 44.0495| 157.1335 185.1285 A [1457.7231 1473.754411456.7278|1455.7438 (15
3| 72.0808| 256.2020 284.1969 V |1358.6546(1371.6751| 1402.7172|1385.6907|1384.7067 |14
4(102.0550| 385.2445| 367.2340| 413.2395| 395.2289| E |1229.6121(1228.6168| 1303.6488|1286.6223|1285.6383 (13
5| 44.0495| 456.2817| 438.2711| 484.2766| 466.2660| A [1158.5749 1174.6062 |1157.5797/1156.5957|12
6| 86.0964| 569.3657| 551.3552| 597.3606| 579.3501| L |1045.4909(1044.4956|1103.5691 |1086.5426|1085.5586(11
7| 60.0444| 656.3978| 638.3872| 684.3927| 666.3821| S | 958.4588| 957.4636| 990.4851 | 973.4585| 972.4745(10
8| 60.0444| 743.4298| 725.4192| 771.4247| 753.4141| S | 871.4268| 870.4316| 903.4530 | 8864265 885.4425| 9
9| 86.0964| 856.5138| 838.5033| 884.5088| 866.4982| L | 758.3428| 757.3475| 816.4210 | 799.3945| 798.4104| 8
10| 88.0393| 971.5408| 953.5302| 999.5357| 981.5251| D | 643.3158| 642.3206| 703.3369 | 686.3104| 685.3264| 7
11| 30.0338|1028.5623|1010.5517|1056.5572|1038.5466| G 588.3100 | 571.2835| 570.2994| 6
12| 88.0393|1143.5892|1125.5786(1171.5841|1153.5735| D | 471.2674| 470.2722| 531.2885| 514.2620| 513.2780| 5
13| 86.0964|1256.6733|1238.6627 |1284.6682 |1266.6576 L | 358.1833| 357.1881| 4i6.26i6 | 399.2350 4
14| 44.0495|1327.7104]1309.6998 |1355.7053(1337.6947| A | 287.1462 303.1775 | 286.1510 3
15| 30.0338|1384.7318|1366.7213 |1412.7268(1394.7162| G 232.1404 | 215.1139 2
16|129.1135 R 74.0237| 73.0284| 1751190 | 158.0924 1




Kreatin kinaz B tipi proteinine ait MS spektrumu

TOFITOF™ Reflector Spec #1 MC[BP = 1303.7, 49779]
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878.488 m/z degerli precursor iyona ait MS/MS spektrumu

TOFITOF™ MSIMS Precursor 878.488 Spec #1 MC[BP = 176.2,260]
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878.488 m/z degerli precursor iyona ait De Novo amino asit dizisi

Spactrum Label: P12.5 -
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Peptide Score: 57.12
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Ek-2. Ankaferd Blood Stopper® in Ruhsat Belgesi
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Ek-3. Orjinallik Raporu

HEPG2, CACO-2 VE HT-29 KANSER HUCRELERINDE 2D JEL
ELEKTROFOREZ VE MALDI-TOF/TOF-MS ILE ANKAFERD
HEMOSTAT' IN IN-VITRO ANTINEOPLASTIK ETKISININ
PROTEOMIK ACIDAN ARASTIRILMASI

ORUMALLIK RAFORLU
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Ek-4. Dijital Makbuz
turnitinyJ)
Dijital Makbuz

Gonderen:

Odev baslr:
Génderi Bagligr.
Dosya adu.

Dosya boyutu:
Sayfa sayist.

Kelime sayist.
Karakter sayis.
Gonderim Tarihi:
Gonderim Numarast:

Bu makbuz édevinizin Turnitin'e ulagti§in bildirmektedir. Gdnderiminize dair bilgiler $oyledir:
Gonderinizin ilk sayfasi agaga génderilmektedir.

Merve Nenni
HEPG2, CACO-2 VE HT-29 KANSE...
HEPG2, CACO-2 VE HT-29 KANSE...
MN_phd_tez_turnitin_ic_in_son_27..
28.78M

170

29,351

190,288

28-Oca-2019 11226AM (UTC+0300)
1069497368

PAATUR LA
A Y

N, TAO0.2 AT R O
1T I ILIRTRAURIE VB MAGDN SO0 (TIOR8 bt
(a2

RO MDA ARN|TRAMA

et e
oo nn

Copyright 20 18 Tumitin. TOm haklan sakiidir.




9. 0ZGECMIS

1989 yilinda Mersin’ de dogdum. Ankara Anadolu Lisesi’ ni bitirdikten sonra
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