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OZET

Saghkh ve Kanserli Meme Hiicre Hatlarinda Biyotinilasyon Yardimiyla

Karsilastirmah Sekretom Analizi

Meme kanseri insidansi ve mortalitesi yliksek olan genellikle kadinlarda goriilen ve
GLOBOCAN 2020 veri analizlerine gore akciger kanserinden sonra en ¢ok goriilen kanser
tiirtidiir. Kanser hiicrelerinin normal hiicrelere kiyasla bulunduklar1 nisi degistirdikleri ve
enzimler, bliylime faktorleri ve hiicreler arasi matriks proteinleri gibi farklit molekiilleri
hiicre disina salgiladiklar1 bilinmektedir. Bu molekiiler immiin sistemden kagis, hipoksik
gevrenin olusturulmasi, matestaz ve invazyon gibi pek ¢ok farkli siiregte kritik roller
iistlenmektedir. Bu nedenle normal hiicrelere kiyasla kanser hiicrelerinde degisiklik
gosteren salgi molekiillerinin belirlenmesi hem siire¢ igerisindeki mekanizmalarin
anlasilmast hem de bu mekanizmalarin hedeflenmesi ile tan1 ve tedavi alanlarinda yeni
hedeflerin ortaya c¢ikartilmasi i¢in olduk¢a Onemlidir. Kanser hiicre biyolojisinin
anlagilmasinda ve taniya yonelik biyobelirteglerinin kesfinde sekretom proteinleri deger
tagimaktadir. Ancak hiicre kiiltiiriinde yapilan sekretom analizinde karsilasilan bazi
zorluklar mevcuttur. Kisaca 6zetlemek gerekirse; hiicre kiiltiiri medyasindaki sekretom
proteinlerinin yliksek diliisyonu, hiicre lizizi ve hiicre oliimii kaynakli proteinlerin
sekretom proteinleri ile karigmasi sonucu salgi proteinlerinin maskelenmesi, kiiltiir
medyasinda bulunan serum proteinlerinin salgi proteinlerini baskilamasi dolayis1 ile

yasanan giicliikler literatiirdeki ¢aligmalarda yer almaktadir.

Bu tez calismasinda, salgi proteinlerininin endoplazmik redikulumda (ER) biyotinilasyon
araciligla isaretlenmesi ve daha sonrasinda kiiltiir medyasindan biyotinile haldeki salgi
proteinlerinin streptavidin kapli manyetik boncuklar kullanarak zenginlestirilmesi
amaglanmistir. Boylece 6lii hiicrelerden salinan proteinlerin ve sitozolik proteinlerin, salgi
proteinlerini maskelemesinin oniine gegilmesi hedeflenmistir. Bu kapsamda biyotinilasyon
gerceklestiren TurbolD biotin ligaz enzimi kullanilmistir. Saglikli meme epital hiicresi
MCF-10A, non-invaziv oOzellikteki MCF-7 ve invaziv 0Ozellikteki MDA MB 231
hicrelerine pDisplay KDEL ER TurbolD plazmiti transfekte edilmis ve Geneticin
antibiyotigi ile segilim yapilmistir. Hiicreler uygun yogunluga geldiginde 300mM ATP,
500mM MgCI2, 50mM biotin, %2 FBS iceren medyada 16 saatlik biyotinilasyon

reaksiyonu gerceklestirilmistir.



Imminfloresan boyamalarla TurbolD ifadesi ve ER proteinlerinin biyotinilasyonu
gosterilmistir. Sekretom ortamindan biyotinile haldeki proteinler streptavidin kaplt
manyetik boncuklar kullanilarak zenginlestirilmistir. Biyotinilasyonun etkinligi, sekretom
orneklerinde Western Blot (WB) analizleri yapilarak dogrulanmistir. nLC-MS/MS
analizleri sonucunda invaziv Ozellikteki MDA MB 231 hicrelerinde non-invaziv
Ozellikteki MCF-7 hiicrelerine kiyasla yukari regiile olan 5 adet protein tanimlanmistir. Bu
proteinler arasindan Kardiyak Troponin | protein ekspresyonu hiicre 6zitleri, sekretom
ornekleri ve doku 6rneklerinde WB analizleri yapilarak incelenmistir. nLC-MS/MS ve WB
analizleri sonucunda, troponin sekrasyonunun invaziv Ozellikteki MDA MB 231
hicrelerinde daha fazla oldugu saptanmistir. Elde ettigimiz bu sonug literatiirde yer alan
troponin ve kanser iligkisini destekler ve tamamlayici nitelikte bilgiler edinilmistir. Bu tez
calismasinda tanimlanmis olan metaztaz ile iliskilendirilebilecek proteinler sayesinde
literatiire gilincel bilgiler kazandirilmis ve meme kanseri tani ve tedavisine yonelik

calismalara onciiliik edebilecek veriler elde edilmistir.

Anahtar kelimerler: Endoplazmikretikulum, Meme kanseri, Sekretom, TurbolD



ABSTRACT

Comparative Secretome Analysis With The Aid of Biotinylation in Healthy and

Cancerous Breast Cell Lines

According to GLOBOCAN 2020 data analysis, it is the most common type of cancer after
cancer with a high incidence and death of breast cancer. They are known to change the
niche in which they compare usual constraints of cancer growth and to produce different
types of cells such as enzymes, growth replications and interstructural matrix proteins.
These departments play critical roles in many different processes such as escape from the
immune system, regulation of the hypoxic environment, metastasis and invasion.
Therefore, comparing normal structures and identifying the secretory regions that show
changes in cancer cells is very important both throughout the processes and targeting these
results for the diagnosis and revealing extremely new goals. Secretome proteins hold value
in the maintenance of cancer cell biology and in the control of recognition biomarkers.
However, there are some difficulties in secretome analysis in cell cells. To summarize;
High dilution of the secretome proteins in the cell culture media, masking the secretome
proteins released as a result of the effects of the proteins originating from cell lysis and cell
death, and suppressing the proteins released by the serum proteins in the culture media are

among their duties in the literature.

This thesis is designed for the purpose of labeling secretory proteins in the endoplasmic
reticulum (ER) via biotinylation and then enriching the biotinylated secretion proteins from
culture media using streptavidin-coated magnetics. Thus, it is aimed to prevent the
masking of secretory proteins and cytosolic proteins released from dead organisms.
TurbolD biotin ligase enzyme was used, which performs biotinylation in these cells.
Healthy breast epithelial groups MCF-10A, non-invasive MCF-7 and invasive MDA MB
231 cells were transfected with pDisplay KDEL_ER_TurbolD plasmid and formed with
Geneticin antibiotic. When it became dense enough for cells, it did not perform 16
biotinylations in media containing 300mM ATP, 500mM MgCI2, 50mM biotin and 2%
FBS.

vi



Based on TurbolD expression and biotinylation of ER proteins by immunofluorescent
staining. Biotinylated proteins from the secretome medium were enriched using
streptavidin-coated magnetic beads. The success of biotinylation was verified by

structuring Western Blot (WB) analyses on secretome samples.

As a result of nLC-MS/MS analysis, invasive MDA MB 231 cells have 5 proteins that are
regulated above according to the non-invasive MCF-7 chart. Among these proteins,
Cardiac Troponin | protein expression was investigated by performing WB analyses in cell
extracts, secretome samples and tissue samples. As a result of nLC-MS/MS and WB
analysis, the invasive feature of troponin secretion is more in MDA MB 231 cells. This
result we obtained has realized the relationship between troponin and cancer in the
literature and got permanent information. Thanks to the proteins that can produce proteins
with metastasis, which defines the individuals of this thesis, up-to-date information has
been brought to the literature and the main points of the sections for the diagnosis and

treatment of the breast part have been obtained.

Keywords: Breastcancer, Endoplasmicreticulum, Secretome, TurbolD
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1. GIRIS

1.1. Kanser Etiyolojisi

Kanser, bir hicrenin  normal blyume ve replikasyon sureclerindeki kontrol
mekanizmalarinda meydana gelen aksakliklar sebebiyle ortaya ¢ikmaktadir (Agikgdz ve
Yildiz, 2017). Normal bir hiicrenin timor hiicresine doniisme ve ¢ogalarak bir kitle
olusturma sureci, karsinogenez kavramu ile ifade edilmektedir. Karsinogenez; baslangig,
ilerleme ve gelisme evreleri olmak iizere 3 evrede gerg¢eklesmektedir (Deniz, 2020).
Baslangi¢ evresinde hicrede ilk olarak bir genetik mutasyon gergeklesmektedir Gen
yapisindaki mutasyonlar, normal hicrelerdeki biyolojik homeostazi bozmaktadir.
Karsinogenez siirecinde onkogenler, siipressor genler, onarim genleri ve modifiye genler,
genel kanser biyomekanizmasinda rol oynamaktadir. Onkogeler arasinda biiyiime
faktorleri (Sis, int, hst), biyume faktori reseptorleri (erb-B, erb-Bl, erb-B2), uyari
duzenleyici faktorler (Ret, Scr, Abl, N-ras, Ki-ras), transkripsiyon faktorleri (c-myc, n-
myc, L-myc), hicre siklusu dizenleyiciler (blc-1/PRADI, mdm-2) ve apoptozis
inhibitorleri (bcl-2 inhibitorleri) yer almaktadir. Timor siipressor (baskilayici) genler
arasinda DNA hasar1 olan hiicrenin mitozunu engelleyen genler (Rb-retinoblastoma, p53,
MTS1-p16), hiicre proliferasyonunu baskilayic1 genler (NF-1/ras antagonisti, BRCAL,
BRCA2, WT-1, APC), apoptozisi uyaran genler (bcl-2) ve MSH2, LH1 genleri yer
almaktadir. Normal bir hlcrede onkogenler, hiicreleri ¢ogalmaya yoOnlendirmekte iken
stpressor genler ise hiicre c¢ogalmasini denetleme ve kisitlama islemlerinde gorev
almaktadir. Onkogenler ve siipressér genler arasindaki homeostaz, saglikli hiicre
siklusundan sorumlu olmaktadir. Kanser tiplerinin ¢ogu bu iki gen ailesi arasindaki
homeostazin bozulmasi neticesinde kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ile olusmaktadir. Onarim
genleri ise herhangi bir DNA hasarinda onarim igin gerekli uyarilari yapmaktan
sorumludur. Onarim genleri DNA’s1 hasar goren hiicrenin bélinmesiklusunu durdurmakta
ve onarim siirecini baglatmaktadir. Onarim iglemi uygun zamanda ve yerde basarili
olamazsa hicrenin apoptozis siireci tetiklenmektedir. Apoptozis girisimi basarisiz oldugu
takdirdemutasyonlu genleri iceren ve DNA yapist degismis hicreler bollinerek
cogalmaktadir (Ac¢ikgoz ve Yildiz, 2017; Deniz, 2020).



Karsinogenezin ilerleme evresinde mutasyonlu htcrelerin boliinmesiyle olusan yeni
hicreler, bagimsiz olarakbeslenme ve c¢ogalma yetenegi kazanmaktadir. Gelisme
evresinde ise hiicreler bagimsiz biiyiime sinyali, bliylime karsiti sinyallerin duyarsizligi,
apoptozdan kag¢inma, anjiogenezin siirdiiriilmesi gibi 6zelikler gelistirerek timor Kitlesi
gittikge gelismektedir (A¢ikgdz ve Yildiz, 2017). Tumor hicrelerinin buyime, invazyon,
metastaz gibi gelisim asamalar1 “tumaor progresyonu” terimi ile ifade edilmektedir. Normal
hiicrelerin rejenerasyonunda bir hiicre bagka bir hiicreye temas ettiginde kontakt
inhibisyonu denilen, hiicre gelisiminin durduruldugu bir sire¢ meydana gelmektedir.
Tumor hucrelerinde ise kontakt inhibisyonu ger¢eklesmemektedir. Kontak inhibisyonun
gerceklesmemesi ve hiicre apoptozis mekaizmalarinin devreye girmemesi sonucunda
timor hacreleri proliferasyonu artmaktadir (Sung, 2021). Tum timor hiicreleri ayn1 hizda
bliyimemektedir. Yavas bliyliyen tiimor hiicreleri bening tiimorler olarak adlandirilmakta
ve metastaz olusturmamaktadir. Hizli biiyliyen tiimor hiicreleri ise malign tiimorler olarak
adlandirilmakta ve metastatik Ozellik gostererek kanserlesme meydana getirmektedir

(Olgun, 2021).
1.1.2. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan yaymlanan GLOBACAN 2020
verilerine gore global capta ve llkemizde insidansi en yiiksek olan kanser tiirli akciger
kanserinden sonra meme kanseridir. Yine GLOBACAN 2020 verilerine gére 685.000
Olimle diinya g¢apinda kanser Oliimlerinin besinci 6nde gelen nedeni meme kanseri
olmaktadir. Kadinlar arasinda meme kanseri, 4 kanser vakasindan 1'inden ve 6 kanser
Oliimiintin 1'inden sorumludur. Ayni zamanda 110 iilkede kanser mortalitesi agisindan
meme kanseri ilk sirada yer almaktadir. Sekil 1.1°de goriildigii tizere, Avustralya/Yeni
Zelanda ve Bati Avrupa yiiksek insidans oranlarina (100.000'de >80) sahiptir. Ozellikle
Belgika meme kanserinde diinyanin en yiiksek insidansina sahiptir. En diigiik insidans
oranlar1(100.000'de <40) ise Kuzey Amerika ve Kuzey Avrupa ve Orta Amerika, Dogu ve
Orta Afrika ve Giiney Orta Asya'da goriilmektedir. Israil ve belirli Avrupa
popiilasyonlarinda, BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlarin yiiksek prevalansi,
oradaki yliksek meme kanseri insidanstan sorumludur (Sung, 2021).
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Sekil 1. 1. GLOBACAN 2020 yilina ait bolgelere 6zgii meme kanseri
insidans ve mortalite oranlar1 (Sung, 2021).

Meme kanseri insidanst ve mortalite riski cografi yapi, kiiltiir, irk, etnik kokene gore
farklilik gostermektedir. Diger wrklarla karsilagtirildiginda, beyaz kadinlarda meme kanseri
insidansinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Siyah irkin beyaz irka gore daha yiiksek
mortalite oranma sahip oldugu goriilmektedir. Ispanyol/Asyali/Pasifik Adali kadinlarda,
beyaz ve siyah irka sahip kadinlara gore daha diisitk meme kanseri insidasi ve mortalitesi
gorilmektedir (Deniz, 2020). Bu durumun nedenleri arasinda genetik faktorlerin ilk sira
yer aldigr disiiniilmektedir Meme kanserlerinin  %5-10’undan genetik faktorler
sorumludur. Kalitsal meme kanserlerinin yaklasik %50-60’indan, BRCA1 (Breast Cancer-
1) ve BRCA-2 (Breast Cancer-2) genlerinde meydana gelen mutasyonlarin sorumlu oldugu
bilinmektedir (Olgun, 2021).



Kalitsal meme kanserlerinin geri kalan yaklasik %40’mdan p53 genindeki mutasyonlar
sorumludur (Demircan ve Mater, 2019). Genetik faktorlere ek olarak, erken menars, geg
menopoz yasl, ilk dogumda ileri yas, daha az ¢ocuk, daha az emzirme, menopozal hormon
tedavisi, oral kontraseptifler ve alkol alimi, asir1 viicut agirhigi, fiziksel hareketsizlik gibi
yasam tarzi1 risk faktorlerinin yiliksek insidanstan sorumlu oldugu bilinmektedir
(Lukasiewicz ve ark., 2021). Diinya ¢apinda meme kanseri insidansini azaltmada yonelik
Oneriler arasinda asir1 viicut agirhi@ini ve alkol tiiketimini azaltmak, fiziksel aktiviteyi ve
emzirmeyi tesvik etmek yer almaktadir. Ayn1 zamanda meme kanseri tarama programlari

ve erken teshis meme kanseri mortalitesini azaltmada 6nem tasimaktadir (Sung, 2021).
1.1.3. Meme Kanserinde Risk Faktorleri

Meme kanseri risk faktorleri, degistirilebilir ve degistirilemez faktorler olmak (zere iki
grupta degerlendirilebilmektedir. Tablo 1.1.’de belirtildigi tizere degistirilemez faktorler
arasinda cinsiyet, yaglilik, meme veya yumurtalik kanseri igeren aile oykiisii, 1rk/etnik
koken, hamilelik - emzirme, adet dénemi - menopoz, meme dokusunun yogunlugu, daha
once yasanmis meme kanseri Oykiisii, kanser ile iliskili olmayan meme hastaliklar1 ve
radyasyon maruziyeti yer almaktadir. Degistirilebilir meme kanseri risk faktorleri arasinda
hamilelik esnasinda dietilstilbestrol alimi, diisiik fiziksel aktivite, alkol ve sigara tliketimi,
yetersi vitamin takviyesi, islenmis gida tiikketimi, yapay 1siga maruz kalma, kimyasallara
maruz kalma, antibiyotikler, antidepresanlar, statinler, antihipertansif ilaglar kullanim1 yer
almaktadir (Lukasiewicz ve ark., 2021).

Tablo 1. 1. Meme kanseri risk faktorlerinin smiflandirilmasi.

Degistirilemez Faktorler Degistirilebilir Faktorler
Cinsiyet, Yashlik Se¢ilmis ilaglar
Radyasyon maruziyeti Fiziksel aktivite
Aile dykusi Obezite
Irk/Etnik koken Alkol ve sigara tliketimi
Ureme Islenmis gida tiiketimi
Metabolik sendrom ve insulin direnci Yapay 1518a maruz kalma
Meme dokusunun yogunlugu Kimyasala maruz kalma



Meme kanserlerinde degistirilemez faktorler %30-40 risk olustururken degistirilebilir
faktorler yaklasik %60-70 oraninda risk olusturmaktadir. Degistirilemez faktorlerden
kalitimsal risk faktorleri yaklasik %5-15, tireme ile iligkili olan risk faktorleri ise yaklasik
%25 oraninda risk olusturmaktadir. Bunun yani sira degistirilebilir risk faktorleri arasinda
ki diyetin risk azaltict etkisi yaklasik %30-35 civarindadir (A¢ikgdz ve Yildiz, 2017;
Deniz, 2020). Meme kanseri fisk faktorlerinin dagilimini gosteren grafik Sekil 1.2.°de
verilmigtir.

= 1. Menstiirasyon ve tireme ile iliskili faktérler
= 2. Beslenme ve obezite ile iligkili faktorler
3. Aile meme kanseri 6vykiisii

5-15%
4. Diger faktorler

Sekil 1. 2. Meme kanseri risk faktorleri dagilimi.

Degistirilemez faktorler:

Cinsiyet: Kadinlarda meme kanserine yakalanma riski erkeklerden yaklagik 100 kat
dahafazla olmakta ve tiim meme kanserlerinin %1°1 erkeklerde goriilmektedir (A¢ikgoz ve

Yildiz, 2017).

Yashhk: Kadinlarda yas artisi meme kanseri riskini arttirmaktadir. 50 yas iistii bireyler
meme Kkanseri hastalarinin yaklasik%80’ini olusturmaktadir. Meme kanserinin molekiiler
alt tipleri ile hastanin yas1 arasinda iliski gézlemlenmistir. Agresif direncli ticlii negatif
meme kanseri alt tipi en sik 40 yasin altindaki gruplarda teshis edilmekte iken 70 yas ve
Uzeri hastalarda liminal A alt tipi meme kanseri ile karsilasiimaktadir. Yas ile paralel
meme kanseri riski artis nedeni, diger kanser tiirlerinde oldugu gibi ¢ok sayida hiicresel
degisimlerin birikmesi ve potansiyel karsinojenlere maruziyetin artmasi Olabilecegi

distintilmektedir (Lukasiewicz ve ark., 2021; Olgun, 2021).

Aile Oyklsi: Meme kanserine yakalanan hastalarin yaklasik %13-19'unda ayni aile

Oykiisiine rastlandig1 goriilmektedir (Lukasiewicz ve ark., 2021).
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Genetik mutasyonlar: BRCA-1, BRCA-2,TP53, CDH1, PTEN ve STK11 genlerindeki
mutasyonlarin ~ meme kanseri riskinin artmasiyla yliksek oranda iligkili oldugu

bildirilmistir (Lukasiewicz ve ark., 2021; Olgun, 2021).

Irk-Etnik koken: Irk ve etnik kokenle meme kanseri iligkisinin nedeni tam olarak heniiz
anlasilamamis olsa da genetik yatkinliklarin pay1 oldugu diisiiniilmektedir. Meme kanseri
insidans orani, Hispanik olmayan beyaz kadinlar arasinda en yiiksek iken en yiiksek
mortalite orani ise siyahi kadinlarda daha yiiksektir (Lukasiewicz ve ark., 2021). Ayrica
bu cografik insidans ve mortalite oranlarinin, tan1 ve tedaviye erisebilirlik agisindan sosyo-
ekonomik gelismislik diizeyi ile baglantili oldugu da diistiniilmektedir (A¢ikgoz ve Yildiz,
2017).

Ureme: Kadimlarda endojen hormanlara maruziyet ile meme kanseri riski artisinda
paralellik gorulmektedir. Gebelik, emzirme, ilk adet gérme (menarj) ve menopoz gibi
spesifik olaylarin meydana gelmesi, bunlarin siiresi ve beraberindeki hormonal
dengesizlik, meme mikrogevresinde potansiyel karsinojenik olaylarin induksiyonuna sebep
olabilmektedir. Erken menarj yasi meme kanseri riskini arttirmaktadir. Dogal erken
menopoz yasi, erken yasta hamilelik, hamilelik sayisindaki artis ve emzirme suresinin uzun

olmasiise meme kanseri riskini azaltmaktadir (Lukasiewicz ve ark., 2021).

Metabolik sendrom ve Insiilin direnci: Diisik HDL kolesterol, yiiksek kan sekeri,
yuksek trigliserit seviyesi, hipertansiyon, insulin, C-peptid ve insilin benzeri blylime
faktor-1 seviyelerinde yiikseklik meme kanseri riski ile iliskilendirilmektedir (Agikgdz ve
Yildiz, 2017). Artmis progestron ve azaltmig Ostrojen seviyeleri meme karsinogenezi igin

koruyucu etki gostermektedir (Lukasiewicz ve ark., 2021).

Meme dokusunun yogunlugu: Genel olarak meme dokusundaki yogunluk meme kanseri

riskiyle iligkilendirilmistir (Lukasiewicz ve ark., 2021).

Radyasyon maruziyeti: Radyasyon maruziyeti meme kanseri riskini arttirildigi
bildirilmistir (A¢ikgoz ve Yildiz, 2017).



Degistirilebilir Faktorler

Secilmis ilaclar: Hamilelik sirasinda dietilstilbestrol alimmm anne ve ¢ocuk icin meme
kanserini arttirici risk teskil ettigi goriilmiustiir. Paroksetin, trisiklik antidepresanlar, segici
serotonin geri alim inhibitérleri ve uzun siireli antibiyotik kullanimi, meme kanseri riskini

arttirdig1 goriilmiistiir (Lukasiewicz ve ark., 2021).

Fiziksel aktivite: Fiziksel aktivitenin endojen seks hormonlarina maruziyeti azalttigina,
bagisiklik sistemi tepkilerini veya biiyiime faktorii seviyelerini degistirerek kanseri

Onleyici etki gosterdigine dair hipotezler mevcuttur (Lukasiewicz ve ark., 2021)

Obezite: Obezitenin menopoz 6ncesi kadinlarda daha yiiksek 6liim oranlariyla ve daha
yuksek kanser niksetme olasiligiyla iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Viicud yagindaki
artis, enflamatuar durumu artirabilmekte ve pro-karsinojenik olaylar1 kolaylastiran

dolagimdaki hormonlarin seviyelerini etkileyebilmektedir (Lukasiewicz ve ark., 2021).

Alkol tiketimi: Alkol tiikketiminin Ostrojen seviyelerinde artisa sebebiyet verdigi ve
dolayistyla hormonal dengesizlik olusturarak  karsinogenez  riskini  arttirdigi
diisiiniilmektedir. Alkol tiiketiminin Ostrojen pozitif meme kanseri riskini arttirdig

gozlemlenmistir (Lukasiewicz ve ark., 2021).

Sigara tuketimi: Tiitiin igerigindeki karsinojenler meme dokusuna taginarak, onkogenler
ve supressor genlerdeki (6zellikle p53) mutasyonlara yatkinligi arttirmaktadir. Aktif
iciciligin yan1 sira pasif igicilik de pro-karsinojenik olaylari indiikleyerek, meme kanseri

riskini arttirmaktadir (Olgun, 2021).

Islenmis gida tiiketimi: Diyette ultra-islenmis gidalarin %10 artmasmin, %11 daha fazla
meme kanseri riski ile iligkili oldugu goriilmiistiir. Sebzeler, meyveler, baklagiller, kepekli
tahillar ve yagsiz protein agisindan yiiksek bir diyet, meme kanseri riskinin azalmasiyla
iligkilendirilmistir. Ayni1 zamanda son zamanlarda yapilan caligmalar ile vitamin
takviyelerinin Ozellikle D vitaminin meme kanserini Onleyici etkiler saglayabilecegi

diistiniilmektedir (Lukasiewicz ve ark., 2021).

Yapay 1518a maruz kalma: Geceleri yapay 1s1§a maruziyetin melatonin ritmini bozarak
epigenetik degisikliklere neden olabilecegi ve dolayisiyla meme kanseri riskini

arttirabilecegi diistinilmektedir (Lukasiewicz ve ark., 2021).



Kimyasala maruz kalma: Diklorodifeniltrikloroetan (DDT) ve poliklorlu bifenil (PCB)
gibi kimyasallara erken maruz kalmanin meme bezlerinin gelisimini bozduguna dair
arastirmalar mevcuttur. Polisiklik aromatik hidrokarbonlara (PAH), sentetik liflere, organik
¢oziiciilere, yag buharma ve insektisitlere artan maruz kalmanin da meme kanseri riskini

arttirict potansiyel bulundurdugu goriilmistiir (Lukasiewicz ve ark., 2021)

1.1.4. Meme Kanseri Tanisinda Kullanilan Biyobelirtecler

Meme kanseri tanisinda kullanilan prognostik biyobelirtegler Tablo 1.2.’de verilmistir.

Tablo 1. 2. Meme kanseri tanisinda kullanilan biyobelirtegler.

Prognostik Biyobelirtecler

Ostrojen reseptoril
Progestron reseptor
Insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 (HER2)
Antijen Ki-67
Mib1l (Ki-67"ye kars1 antikor)
Dolagimdaki dairesel RNA'lar (circRNA'lar)
TP53 (P53)
MikroRNA'lar (MiRNA)
Timorle iliskili makrofajlar

Enflamasyon bazli modeller

Ostrojen reseptérii: invaziv meme karsinomlarmin yaklasik %70-75' 6nemli 6lgiide
artmis Ostrojen reseptOrii(ER) ekspresyonu goriilmektedir. Meme kanseri aile dykiisii olan
hastalarda risk durumunu degerlendirmek i¢in ER ekspresyon seviyeleri biyobelirteg

olarak kullanilmaktadir (Xu ve ark., 2020).

Progestron reseptorii: Ostrojen reseptorii pozitif hastalarda progestron reseptorii yiiksek
oranda eksprese edilirken, 6strojen reseptort negatif hastalarda ise oldukca nadir eksprese
edilmektedir. Yiksek progestron ekspresyonu genel sagkalim, niiksetme siiresi, 1iyi
prognoz ile paralel olarak iliskilendirilirken diisiik progestron seviyesi hastaligin daha

agresif seyri ve kotii prognoz ile iliskilendirilmektedir (Xu ve ark., 2020).



insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 (HER2): Meme kanserlerinin yaklasik
%15-25'inde HER2 ekspresyonu gorilir. HER2 amplifikasyonu, proonkojenik sinyal
yolaklarinin agir1 aktivasyonuna yol ag¢makta ve kanser hiicrelerinin kontrolsiiz
bliylimesine sebep olmaktadir. Serum HER2 diizeyleri, tiimor varligi veya niiksetme

durumu hakkinda bilgi veren biyobelirte¢ gorevi tasimaktadir (Lukasiewicz ve ark., 2021).

Antijen Ki-67: Ki-67 proteini, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi hakkinda bilgi veren bir
belirte¢ gorevi tasimaktadir. Ki-67 ile baglantili proliferatif aktiviteler, tedaviye yanit ve
niiks siiresi ile iligkilendirilmekte ve kanserin agresifligini yansitmaktadir. Ki-67'nin asir
ekspresyonu hastalarin daha kotii klinik sonuglart ile iliskilendirilmektedir (Lukasiewicz ve

ark., 2021; Park ve ark., 2022).

Mibl (Ki-67'ye kars1 antikor): Mibl (Ki-67'ye kars1 antikor) meme kanserinde tanisal
biyobelirteg olarak kullanilmaktadir. Mib1 ve Ki-67 seviyelerinde azalma ameliyat 6ncesi
tedaviye iyi bir yanit verilmesi ile iliskilendirilmektedir (Lukasiewicz ve ark., 2021; Park

ve ark., 2022).

E-kadherin: Epitelyal-mezenkimal gegiste (EMT) e-kadherin proteini 6nemli bir rol
oynamaktadir. E-kaderin ekspresyonundaki azalis, metastaz riskinde artis ile

iliskilendirilmektedir (Smolarz, Nowak ve Romanowicz, 2022).

Dolasimdaki dairesel RNA'lar (circRNA'lar): Dolasimdaki dairesel RNA'lar
(circRNA'lar), apoptoz, proliferasyonda artis, metastazda artis ile iligkilendirilmektedir.
Ayrica, TNBC, HER2-pozitif ve ER-pozitif gibi farkli meme kanseri tiirlerinde spesifik

circRNA'lar rapor edilmistir (Lukasiewicz ve ark., 2021).

TP53 (P53): P53 proteini, hicre dénglsinid durdurma, apoptoza yonlendirme, DNA
onarimi ve hiicresel yaglanma gibi hiicresel strese tepki mekanizmalarinda rol almaktadir.
TP53 (P53) genindeki islev kayb1 mutasyonlari, meme kanseri dahil olmak tzere pek ¢ok
kanser tiirii ile iligskilendirilmektedir. Meme kanserinde, TP53 mutasyonlarinin prevalansi,
TNBC'li hastalarinda yaklasik %80 ve Luminal A tipi meme kanseri hastalarinda %10
seklindedir (Xu ve ark., 2020).



MikroRNA'lar (miRNA): Bazi miRNA'lar tiimoriin gelisimi, ilerlemesi ve tedaviye
yaniti ile iligkilendirilmektedir. Meme kanseri doku 6rneklerinde anormal sekilde eksprese
edilen miRNA'larin biyobelirtegler olarak arastirildigi ¢alismalar bulunmaktadir (Smolarz,

Nowak ve Romanowicz, 2022).

Tiimoérle iliskili makrofajlar: Makrofajlar, immiinomodiilator 6zellik tagimaktadirlar.
Fenotiplerine gore M1 veya M2 olarak ikiye ayrilmaktadirlar. M1 benzeri fenotipe sahip
makrofajlar, iyi hastalik seyri ile iliskilendirilmekte iken, M2 benzeri fenotip, potansiyel
olarak immdunosupresyon, anjiyogenez, timor htcresi proliferasyonu ve invazyonunun

tesvik etmesi ile iligkilendirilmektedir (Lukasiewicz ve ark., 2021).

Enflamasyon bazlhi modeller: Tumoér mikrogevresindeki inflamasyonlar ve immin

yanitlar, kanser gelisimi ve ilerlemesinde rol oynamaktadir (Lukasiewicz ve ark., 2021).
Notrofil-Lenfosit Orami: Kanser hastalarinda nétrofil-lenfosit orani ile
hayatta kalma arasinda iliski kurulmustur. Nétrofiller, lenfositlerin sitolitik
aktivitesini baskilamakta, anjiyogenezi arttirmakta, tiimor biiylimesi ve
ilerlemesine yol agmaktadir.
Lenfosit-Monosit Orami: Kanserin prognozu ile lenfosit-monosit oranlari
ile iliskilendirilmektedir. Timdr mikrogevresinde, monositler ve
makrofajlar tarafindan salgilanan sitokinler ve serbest radikaller,
anjiyogenez, tiimor hiicresi invazyonu ve metastaz ile iligskilendirilmektedir.
Trombosit- Lenfosit Orami: Yiiksek trombosit sayisi, ¢esitli kanser
tirlerinde kotli prognoz ile iliskilendirilmektedir. Trombositler, tiimor

anjiyogenezini ve timaor biylmesini uyarabilmektedir.
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1.1.5. Meme Kanserinde Molekiiler Siniflandirma

Genetik yiizdeki farkliliklar, benzer kanserlerde farkli klinik seyirlere sebep olmaktadir.
Gen ekspresyonu calismalar1 sonucu yapilan molekiiler smiflandirmaya gore meme
kanserlerini 5 molekiiler alt tipte tanimlamak miimkiindiir. Bunlar; Luminal A, Luminal B,
TNBC, Her2 pozitif, Her2 negatif meme kanserleridir (Smolarz, Nowak ve Romanowicz,

2022). Meme kanserinin molekdler alt tipleri Tablo 1.3.’de verilmistir.

Tablo 1. 3. Meme kanserinin molekdiler alt tipleri.

Ostrojen Progesteron HER2 Reseptorii
Reseptori (ER) Reseptori (PR)

Luminal A + + -
Luminal B + - -/+
TNBC - - -
HER2-Pozitif - - +
HER2-Over Eksprese - - ++

HER2-Negatif/ - - -
Claudin-low (CL)

Luminal Tip Meme Kanserleri:

Bat1 popiilasyonlarindaki tiim meme kanseri vakalarinin neredeyse %70'ini Luminal meme
kanserleri olusturmaktadir. Luminal meme Kkanserleri, 6strojen reseptorii (ER) -pozitif
timorlerdir. Luminal benzeri timorler, proliferasyon ile iligkili yolaklarin ya da limen
tarafindan diizenlen yolaklarin aktivasyonuna gére Luminal A ve Luminal B olmak lzere 2
alt tipe ayrilmaktadir. Ostrojen reseptérii (ER), Luminal A ve B alt tipi timorlerde benzer
ekspresyon seviyeleri gostermektedir ve luminal tip tiimdrler ile olmayanlar arasinda

ayirici 0zellik olusturmaktadir (Lukasiewicz ve ark., 2021).
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Luminal A Meme Kanseri:

Luminal A tiimorleri, 6strojen reseptort (ER) ve/veya progesteron reseptéri (PR) pozitif,
HERZ2reseptorii negatiftir.  Ostrojen reseptdrii aktivitesi ile baglantili genlerin yiiksek
aktivasyonu ve HER2 reseptorii ile baglantili genlerin diisiik ekspresyonu s6z konusudur.
Limen epiteli ile iliskili genlerin veya proteinlerin yiiksek ekspresyonu goriiliirken
proliferasyon ile iligkili genlerin diisiik ekspresyonu goriilmektedir. Bu alt tipte, yavas

blylme ve en iyi prognoza sahip olma egilimi goriilmektedir (Lukasiewicz ve ark., 2021).
Luminal B Meme Kanseri:

Luminal B timorleri, 6strojen reseptort (ER) pozitif, progesteron reseptérii (PR) negatif
ve HER2 pozitif olabilmektedirler. Proliferasyonla iligkili genlerin (MKI67, AURKA)
yuksek ekspresyonu soz konusu iken limen epiteli ile iliskili genlerin( PR, FOXA1) veya
proteinlerin daha diislik ekspresyonu s6z konusudur. Bu alt tipe ait tlimorler daha yiliksek
dereceli oldugu ve daha kotii prognoza sahip oldugu goriillmektedir (Smolarz, Nowak ve

Romanowicz, 2022).
Bazal Benzeri/Uglu Negatif Meme Kanseri (TNBC):

Uclii Negatif Meme Kanseri (TNBC), Ostrojen reseptorii (ER) negatif, progesteron
reseptori (PR) negatif ve HER2 negatif tumorlerdir. Bu tip timdrler meme kanserlerinin
yaklasik %20’sini olusturmaktadir (Lukasiewicz ve ark, 2021). Uclii Negatif Meme
Kanseri (TNBC), 40 yasindan geng¢ kadinlar ve Afrikali-Amerikali kadinlar arasinda daha
yaygin olarak goriilmektedir. Bu tip kanserler BRCA1 genindeki mutasyon ile iligkilidir.
TNBC biyolojik olarak agresif olma egilimi gostermekte ve genellikle daha kot bir

prognoz ile iliskilendirilmektedir (Smolarz, Nowak ve Romanowicz, 2022).
HER2-Zenginlestirilmis Meme Kanseri:

HER? ile zenginlestirilmis grup, meme kanserlerinin %10-15"ini olusturmaktadir. Ostrojen
reseptori (ER) negatif, progesteron reseptorii (PR) negatif ve HER2 pozitif/asir1 eksprese
timorlerdir. ER ve PR'nin yoklugu ile HER2'nin yiiksek ekspresyonu ile karakterize edilir
(Lukasiewicz ve ark., 2021).
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Bu tip meme kanserlerinde proliferasyonla iligkili genlerin ve proteinlerin
(ERBB2/HER2,GRB7) ckspresyonu goriilmekte ve APOBEC3B aracili mutajeneze dair
kanitlar bulunmaktadir. HER2 ile zenginlestirilmis kanserler, limen kanserlerinden daha
hizli biiytimektedir. Fakat HER2-hedefli tedavilerin gelisimi ile bu tip meme kanserinin

prognozu iyilestirilmistir (Smolarz, Nowak ve Romanowicz, 2022).
Claudin-Diisiik Meme Kanseri:

Claudin-low (CL) meme kanserleri, Ostrojen reseptori (ER) negatif, progesteron reseptori
(PR) negatif ve HER2 negatif timarlerdir. CL timorleri, tim invaziv meme kanserlerinin
%7-14"'int olusturmaktadir. CL alt tipi tiimérlerde, claudin 3, 4 ve 7, okludin ve e-cadherin
gibi hicre-hiicre yapismasinda yer alan genlerin diisiik ekspresyonu gortilmektedir. Ayrica,
bu tlimorlerde epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) genlerinin yiiksek ekspresyonunu ve kok
hicre benzeri gen ekspresyon paternleri gorulmektedir. Ayrica, CL tiimorleri belirgin

immun ve stromalhiicre infiltrasyonuna sahiptir (Smolarz, Nowak ve Romanowicz, 2022).
1.2.  Endoplazmik Retikulum (ER) Nedir ve Goérevleri Nelerdir?

EndoplazmikRetikulum (ER), okaryotik hicrelerdeki en biyiik organeldir. ER, nukleer
zardan sitoplazma icine uzanan, zarla cevrili, boru ve keselerden olusan bir ag
yapisindadir. ER, hiicre igerisinde farkli islevlere sahip olan kesintisiz halde 3 zar alam
bulundurmaktadir. Bunlar kaba ER, transsisyonel ER, diiz ER’dir (Schwarz ve Blower,
2016). ER komponentleri Sekil 1.3.’de gorulmektedir. Kaba ER, proteinlerin sentezlendigi,
dis yiizeyi ribozomlarla kapli alandir. Transsisyonel ER, protein islenmesinde rol oynayan,
vezikiillerin golgi aygitina girmek tizere ayrildig1 yerdir. Diiz ER, lipid metabolizmasinda

gorevlidir (Schwarz ve Blower, 2016).
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Endoplasmic reticulum

Sekil 1. 3. Endoplazmik retikulum organel yapisi
(Schwarz ve Blower, 2016).

Niikleer zarf, i¢ niikleer membran ve dis niikleer membran olmak {izere iki lipit ¢ift
tabakasindan olusmakta ve periferik ER ile ortak bir liimeni paylagmaktadir. Niikleer
zarfin i¢ ve dig membraninda bulunan yiizlerce nikleer gézenek, molekiliin boyutuna bagl
olarak ¢esitli diflizyon veya diizenlenmis tasima hizlarinda, RNA'lar ve proteinler dahil pek
¢cok molekiillerin tasinmasina izin vermektedir. ER' i olusturan farkli yapilar, hiicre i¢inde
cok cesitli ve ozel iglevler yerine getirmektedir. ER alanlarinin sekli ve dagilimi, ¢esitli
entegre zar proteinleri, diger organeller ve hiicre iskeleti ile etkilesimler tarafindan
duzenlenmektedir. Bu etkilesimler dinamiktir ve hiicre dongiisii, hiicre farklilasmasi, hiicre
i¢i sinyaller veya protein etkilesimleri yoluyla hicre i¢indeki degisiklikleri yansitmaktadir
(Schwarz ve Blower, 2016). ER, kolesterol, triacilgliserol ve fosfolipitler gibi lipid
tiirlerinin biyosentezi, glikojenin pargalanmasi, detoksifikasyon ve Ca?* homeostazinin
korunmasi, protein sentezi ve tasinmasi, protein katlanmasidahil olmak iizere ¢esitli
hiicresel islemlerde gorev almaktadir (Karamyshev, Tikhonova ve Karamysheva, 2020).
ER, diger tiim hiicresel organellerle temas halindedir ve bu organellerle koordinasyon
halinde ¢alisarak, hucresel homestazi korumaya ydnelik roller tistlenmektedir (Shnyder ve
Hubbard, 2002; (Karamyshev, Tikhonova ve Karamysheva, 2020)
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Fiziksel olarak mitokondri ile baglantilidir ve Ca2 + homeostazinin kontroliinde 6nemli rol
oynamaktadir. Plazma zari ile temas halindedir, endozomlarla birlesir ve endozomlarda
kolesteroliin korunmasina katkida bulunmaktadir. ER, fagoforla temas halindedir ve olgun
bir otofagozom olusturabilir, bu sebeple otofajiye dahil oldugunu diistinilmektedir. ER
kendi basina veya diger hiicresel organellerle uyum icinde, hiicrede sentezlenen tim
proteinlerin yaklagik ticte birini olusturan salgi ve transmembran proteinlerin biyosentezi,
katlanmasi, birlestirilmesi ve taginmasinda gorev almaktadir. Ayrica ER, protein yikimi,
sinyal iletimi, lipid metabolizmas: ve hiicre-hiicre iletisimini igeren 6énemli hicresel ve
organizmal siireglerde de gorev almaktadir (Schwarz ve Blower, 2016; Karamyshev,

Tikhonova ve Karamysheva, 2020).
1.2.1. Endoplazmik Retikulumda Protein Sentezi ve Tasinmasi

Endoplazmikretikuluma, Golgiaygitina, lizozomlara ve plazma zarina hedeflenecek veya
salgilanacak olan pek c¢ok protein ER zarmma bagli ribozomlarda sentezlenmektedir.
Translasyon siirecinde sentezlenen polipeptid zincirleri, protein katlanmasi ve islenmesi
icin, ER igerisine girmektedir. Proteinlerin hangi organellerin yapisina katilacagi veya

nereye gonderilecegi ER’da hedeflenmektedir (Schwarz ve Blower, 2016).

Protein sentezi, ER'nin sitozolik yiiziine lokalize olan ribozomlarda ger¢eklesmektedir.
Salg1 veya biitiinleyici zar proteinlerinin translasyonu sitozolde baslamaktadir. Ardindan
bu mRNA'lar1 igeren ribozomlar, sinyal tanima partikiilii (SRP) tarafindan taninmakta ve
yeni olusan polipeptitin amino terminali i¢indeki bir sinyal sekansi araciligiyla ER zarina
alinmaktadir. Translasyon ER'de devam etmekte ve ortaya ¢ikan polipeptit, birkag Sec
proteini iceren ve lipit ¢ift katmanini kapsayan bir kanal olan translokon yoluyla birlikte
translasyonel olarak ER'ye girmektedir. Protein sentezi ve ER limenine translokasyonun
ardindan, salgilanacak bir protein, saperonlar ve katlama enzimlerinin yardimiyla uygun
katlanma ve modifikasyonlardan ge¢mektedir. Bu modifikasyonlar, N-bagli glikosilasyon,
disiilfid bagi olusumu ve oligomerizasyonu igermektedir. Salgilanacak olan proteinler,
paketleme ve tasima islemleri igin saperonlar tarafindan salinarak golgiye

gonderilmektedir (Shnyder ve Hubbard, 2002; Schwarz ve Blower, 2016).

Sitoplazma i¢inde serbest kalacak veya mitokondri, kloroplast, peroksizom yapisina
katilacak proteinler ise serbest ribozomlarda sentezlenmekte ve proteine gevrim bittiginde

sitoplazma i¢ine salinmaktadir (Shnyder ve Hubbard, 2002).
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1.2.2. Endoplazmik Retikulum ve Kanser Iliskisi

Proteinlerin hiicre i¢inde bir¢ok gorevi vardir. Proteinlerin islevsel 6zellik kazanabilmeleri
icin gorevlerine uygun ¢ boyutlu yapilara katlanmasi gerekmektedir. Dogal ve
fonksiyonel formuna ulasamayan proteinler, yanlis kanlanmakta veya kiimelenerek agregat
olusturmaktadir. Proteinlerin anormal katlanmasi ve agregat olusturmasi hicreler igin
toksik olma potansiyeli tasimaktadir. Agregasyonu onleme ve etkin katlanmay1 tesgvik
etmeye yonelik, hiicresel koruma mekanizmalar1t mevcuttur (Tatar ve Tatar, 2018). ER'nin
protein kalite kontrol mekanizmalari; yeterli protein katlanmasinin hizlandirilmasi,
katlanmamis protein yanitinin (UPR) aktivasyonu ve ER ile iligkili bozunma (ERAD)
yoluyla protein klirensi veya otofaji seklindedir. Bu mekanizmalarin yeterli olamamasi
sonucunda ER stres tepkileri ortaya ¢ikmaktadir. (Schwarz ve Blower, 2016; Karamyshev,
Tikhonova ve Karamysheva, 2020). Endoplazmik retikulum ve kanser iliskisini gdsteren

gorsel Sekil 1.4.’de verilmistir.
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Sekil 1. 4. Endoplazmik retikulum ve kanser iligkisi (Tatar ve Tatar, 2018).

Kanser htcreleri hem intrinsik hem de ektrinsik faktorler nedeniyle ER stresine maruz
kalmaktadir. Kanser hiicreleri ER stres yanitlarindan yararlanarak, hayatta kalmay1 ve
biiyiimeyi saglayabilmektedir. ER saperon proteini BiP'nin ¢esitli kanserlerde yiiksek
miktarda eksprese edildigi bilinmekte ve sagkalim ile iliskilendirilmektedir. Hipoksi,
disik pH, diisiik besin Ogeleriile karakterize tumor mikrogevresi, ER stresine neden
olmaktadir. Normal sartlarda bu mikrogevrenin devamliligi apoptoz yoluyla hiicre dlimu
ile sonucglanmaktadir. Fakat kanser hticreleri UPR'de degisiklik olusturdugundan dolay1
kronik strese uyum saglayabilmekte ve hiicre dliimiinden kaginabilmektedir. (Karamyshev,

Tikhonova ve Karamysheva, 2020).
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ER’nin normal islevindeki aksakliklar sonucunda meydana gelen ER stresi, bircok
hastaligin patogenezini tetiklemektedir. Bu durum, immun sisteminde bozukluklar,
metabolik hastaliklar, nérodejenartif hastaliklar ve kanser ile iliskilendirilmistir (Tatar ve

Tatar, 2018; Karamyshev, Tikhonova ve Karamysheva, 2020).
1.3.  Sekretom nedir?

Sekretom terimi 2004 yilinda Tjalsma ve arkadaslari tarafindan literatiire kazandirilmistir.
Sekretom terimi salgi yolagmin bilesenleriyle birlikte hiicre tarafindan disar1 salgilanan
tim faktorleri kapsamaktaydi. 2010 yilinda ise bu terim, sadece hiicre dis1 bosluga
salgilanan proteinler olarak revize edilmistir. insanlarda hiicre disina salgilanan proteinler,
tim proteomun yaklasik %13-20’sini olusturmaktadir (Uhlén ve ark, 2019). Hicre
sekretomunda buyume faktorleri, kemokinler, sitokinler, adezyon molekulleri, proteazlar,
interferonlar (IFN’ler), timor nekroz faktorleri (TNF’ler) ve bazi reseptorler yer
almaktadir (Lai ve ark, 2010). Hiicre disina salgilanacak proteinler, ribozom bagli kaba
endoplazmik retikulumda (RER) sentezlenmektedir. Endoplazmik retikulumda proteinlerin
sentezlenmesi, katlanmasi, olgunlastirilmasi ve transportu gergeklestirilmektedir (Tatar ve
Tatar, 2018). Salgi proteinleri, sirasiyla kaba ER’dan golgi aygitina oradan salgi
vezikiillerine ve oradan da hiicre disina aktarimi izleyen bir salgi yolagini takip

etmektedirler (Shnyder ve Hubbard, 2002; Schwarz ve Blower, 2016).

Salg1 proteinleri, igerdikleri bir amino terminal sinyal peptidi (SP) sayesinde ER’a
yonlendirilmektedir. SP'ler, 16-45 amino asit uzunlugunda, 1-2 bazik amino asit igeren,
pozitif yiiklii bir amino terminal alana sahiptir. Bu bdlgenin etrafinda 7-15 hidrofobik a-
sarmal olusturan amino asitlerden olusan hidrofobik ¢ekirdek bulunur, devaminda kii¢iik
amino asitlere sahip polar C-terminali ve sonunda sinyal peptidaz bolinme boélgesi yer
almaktadir. SP, translasyon sirasinda sinyal peptidazi tarafindan parcalanir ve olgun
protein, sentezin sonunda ER liimenine salinir. SP'lerin uzunlugu oldukca degisken
olmakla beraber belirgin bir dizi homolojisi gostermemektedir (Mukherjee ve Mani, 2013).

Ribozomlarda protein tretimini gosteren gorsel Sekil 1.5’de verilmistir.

17



Ribosomes

RNA
- Nascent polypeptide

’ Signal peptide (SP)

Sekil 1. 5. Ribozomlarda protein tretimi (Uhlén ve ark., 2019).

Sekretomda yer alan proteinler, hiicreler arasindaki sinyalizasyonda, hiicreiletisiminde ve
migrasyonunda onemli roller oynamaktadir (Makridakis ve Vlahou, 2010). Sekretom
proteinlerinin insan viicudundaki fizyolojik ve patolojik rollerini anlamak, dogal biyolojik
stireglerin anlagilmasi, diyagnozun ve prognozun anlasilmasi ve terapotik stratejilerin
gelistirilmesi i¢in olduk¢a onemli kaynaklardir. Ayrica salgi proteinleri, dolasima girme
ihtimali tastyan hiicrelerden salgilanmalari sebebiyle serolojik belirtecler olarak
kullanilabilme potansiyeli bulundurmaktadir (Makridakis ve Vlahou, 2010; Uhlén ve ark,
2019) .

1.3.1. Sekretom Calismalarinin Onemi ve Kanser Arastirmalarindaki Yeri

ABD Ulusal Saglik Enstitiileri tarafindan yapilan tanima gore, biyobelirteg, normal
biyolojik sureclerin, patojenik sureclerin veya terapétik bir maddeye verilen farmakolojik
tepkilerin bir gostergesi niteliginde objektif olarak 6l¢iilen ve degerlendirilen bir 6zelliktir
(Pavlou ve Diamandis, 2010). Biyobelirte¢ kesiflerinde genellikle kaynak olarak
plazma/serum, doku, idrar, BOS, tiikiiriik, hiicre kiiltiiri materyalleri kullanilmaktadir
(Kose ve Maden, 2013). Biyobelirteg kesfi caligmalarinda, DNA/RNA elde edilmesi ve
calisilmasi kolay Ornekler olmasina ragmen, bunlardan elde edilen bilgide sinirlamalar
mevcuttur (Kasap ve Akpmar, 2011). Canli bir organizmada genom degismeden ayni
kalirken, proteom degiskendir ve modifikasyonlara ugramaktadir (Nenni, Celebir ve Susl,
2020). Proteinler ribozomlarda sentezlendikten sonra basit kimyasal gruplarin veya
kompleks  molekiillerin  eklenmesi ile translasyon sonrast modifikasyonlara
ugramaktadirlar. Genom projesinde elde edilen bilgiler sonucunda insanda yaklasik 20 ile
25 bin arasinda protein kodlayan genin var oldugu tahmin edilmektedir (Pavlou ve
Diamandis, 2010). Ancak protein gesitliligi agisindan bakildiginda, alternatif birlestirme
(alternatif splicing) ve translasyon sonrasi modifikasyonlar géz oniine alindiginda, bu say1
iki milyon protein veya protein fragmentinin bulunma olasihigimevcuttur (Kasap ve
Akpinar, 2011).
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Proteomik c¢aligmalarla sadece proteinlerin tanimlanmasi ve miktarinin belirlenmesi degil,
aynt zamanda yerlesimlerinin, degisimlerinin, diger protein ve makro molekdllerle
etkilesimlerinin, aktivitelerinin ve nihayetinde islevlerinin belirlenmesi saglanabilmektedir.
Herhangi bir biyokimyasal siirecin aydinlatilmasinda yalnizca genom analizi yeterli
olmamakta, proteom analizlerini de igine alan butunsel bir degerlendirme gerekmektedir.
Bu durum, RNA seviyesindeki regiilasyonlarin proteine yansimayabilmesi ve genomik
temelli yaklasimlarla genler arasi iligkinin bir kisminin aydinlatilabilmesine ragmen son
iriin olan proteinlerin ¢ofunun translasyon sonrast modifikasyonlarinin  6n

goriilememesinden kaynaklanmaktadir (Kasap ve Akpinar, 2011).

Kanserli hiicrelerden salgilanan proteinler, farklilagsmayi, invazyonu, metastazi, hiicre-
hiicre ve hiicre-ekstraseliiler matriks etkilesimlerini diizenleyerek kanserin anjiyogenezinde
rol alan 6nemli molekiillerdir. Ayn1 zamanda kanserli hiicrelerden salgilanan bu proteinler
kan ve idrar gibi viicut sivilarina girmekte ve oOlgiilebilmektedirler (Uysal, 2015). Bu
nedenle biyopsi gibi girisimsel uygulamalara gerek kalmadan viicut sivilarindan analiz
edilmeleri miimkiindiir. Bu 06zelliklerinden dolayr sekretom, kanserli hiicrelerde
biyobelirteg kesfi igin ¢alisilabilecek 6nemli bir alandir (Pavlou ve Diamandis, 2010). Son
50 yilda yapilan arastirmalar, karsinoembriyonik antijen (CEA), alfa-fetoprotein (AFP),
prostat spesifik antijen (PSA), kanser antijeni 125 (CA 125), CA 15-3 ve CA 19-9 gibi
klinik olarak yararli kanser biyobelirteclerinin tanimlanmasina olanak vermistir. Mevcut
biyobelirteclerin bircogu, tarama amaglarina uygun yeterli Ozgillik ve duyarlilik
gostermemektedir. Mevcut ilaglar ile 6zellikle Ggli negatiflik (triple-negative) gosteren
hastalarda, ilacin etki mekanizmasina bagl olarak direng gelistirebilmekte ve hastaliktan
kurtulma oranmi diigiirmektedir. Bu sebeplerden dolaytr mevcut teshis yontemlerinin
gelistirilmesine ve daha yiiksek performansli tedavi stratejilerin olusturulmasina ihtiyag
duyulmaktadir (Pavlou ve Diamandis, 2010; Lai ve ark, 2010). Normal meme hicrelerinin
timor hiicrelerine doniisiimii ve metastazin, hem transkripsiyon hem de translasyon
diizeylerinde meydana gelen degisiklikler ile iliskili oldugu bilinmektedir.  Tumor
baglangici ve metastaz ile baglantili molekiiler mekanizmalar1 daha iyi anlamak igin
normal meme hicreleri, invaziv olmayan meme kanseri hiicreleri ve invaziv meme kanseri
hiicreleri arasindaki gen ekspresyon ifadeleri ve protein ekspresyon ifadelerini
tanimlamaya yonelik calismalar literatirde mevcuttur (Lai ve ark, 2010; Mukherjee ve
Mani, 2013).
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Bu calismalar neticesinde meme kanseri siirecinde gorev alan sinyal yolaklarinin ve
molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi ile meme kanseri tedavisine yonelik O6nemli
gelismeler ger¢eklesmeye baslamustir. Literatiirdeki ¢alismalarin sonuglarinda, bening ve
malign tiimorler arasinda protein ekspresyon seviyelerinde anlamli farkliliklar
gorilmektedir. Meme kanserinde 6liim genellikle metastaz ile iligkili oldugundan, erken
tan1 i¢in biyobelirteglerin kesfedilmesine duyulan ihtiyag oldukga 6nemlidir (Makridakis
ve Vlahou, 2010). Kanser hiicrelerinin normal hiicrelere kiyasla bulunduklart nisi
degistirdikleri ve enzimler, blyume faktorleri, hiicreler aras1 matriks proteinleri gibi farkli
molekiilleri hiicre disina salgiladiklar1 bilinmektedir. Timor olusumu ve metastazi
sirasinda hiicre dis1 bosluga salgilanan proteinler, hiicre istilast ve gogii, hiicre hareketliligi,
hiicre biiylimesinin kontrolii, anjiyogenez, matris bozulmasi ve hiicre yapismasinda goérev
almaktadir. Bu molekiiler immiin sistemden kagis, hipoksik ¢evrenin olusturulmasi,
metastaz ve invazyon gibi pek c¢ok farkli siiregte kritik roller Ustlenmektedir. TUmor
tarafindan salgilanan proteinlerin analizi, kanser biyobelirteclerini belirlemek igin yiiksek
potansiyel barindirmakla beraber; kanser tedavisi i¢in ila¢ hedefleri ve potansiyal
belirtegler i¢in kaynak niteligi tasimaktadir (Makridakis ve Vlahou, 2010; Lai ve ark,
2010) .

1.3.2. Sekretom Analizinde Karsilasilan Zorluklar

Sekretom analizinde Kkarsilasilan bazi zorluklar mevcuttur. Bunlar; hicre Kkaltird
medyasindaki yiiksek diliisyon dolayisiyla diisiik protein konsantrasyonu, hiicre lizizi ve
Olimiinden salinan proteinler veya sitoplazmik kontaminasyonlar kaynakli salgi
proteinlerinin maskelenmesi ve kiiltiir medyasinda bulunan serum proteinlerinin salgi
proteinlerini baskilamasi seklindedir (Makridakis ve Vlahou, 2010). Sekretom
caligmalarinda, 6len hiicrelerden kaynaklanan sitoplazmik kirlilikler gibi etmenlerin varligi
biyobelirte¢ degeri tasiyan diisiik miktardaki proteinleri belirlenmesini engellemekte ve ya
hatali proteinlerin bu anlamda degerlendirilmesine yol agmaktadir. Serum ag¢lig1 hiicreler
icin metabolik stres olusturabilmekte; hucreler proliferasyon hizini azaltabilmekte,
apoptoz yolaklarini aktive edebilmkte veya sinyal iletimini ve timaor hicresinin blylmeye
devam etmesine izin veren gen ekspresyonu “hayatta kalma” mekanizmalarim

indukleyebilmektedir (Makridakis ve Vlahou, 2010).
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Hiicre kiiltiirii kosullarinin seg¢imi, hiicre sekretomunun bilesimi igin belirleyici bir
faktordiir. Herhangi bir proteomiks analizden Once, serum agliginin hiicreler iizerindeki

etkisini arastiran 6n ¢alismalar yapilmalidir (Pavliou ve Diamandis, 2010).
1.3.3. Mevcut Sekretom Inceleme Metodolojileri

Protein, DNA ve RNA tabanli sekretom inceleme metodolojileri bulunmaktadir. Tez
calismasinin protein tabanli metotlar1 barindirmasi kapsaminda sadece protein sekretom
inceleme yontemlerine deginilmistir. Mevcut sekretom inceleme metodolojileri Sekil

1.6.’da verilmistir.

RMA sequencing

AN —
T wl

Antibody array Mass spectrometry
Bead array ‘

Y Y 2-DE
YY Y Y ¢ icAT ‘
iTRAQ

SILAC
SELDI-TOF

DMA microarray

Sekil 1. 6. Sekretom inceleme metodolojileri (Mukherjee ve Mani, 2013).
1.3.3.1. Sekretom numune hazirlama yaklagimlart

Genel olarak literatlirdeki caligmalarda salgi proteinlerinin serum proteinleri tarafindan
maskelenmemesi amaciyla, hiicreler %60-70 yogunluga ulasincaya kadar %10 FBS
varliginda biiyiitiilmiis daha sonrasinda yaklasik 3-5 defa PBS ile hiicreler yikanmig ve
ardindan FBS igcermeyen medya ile 37°C’deki etiivde inkiibe edilmistir (Makridakis ve
Vlahou, 2010).
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1.3.3.2. Medyum toplama yontemleri

Literattirdeki calismalarda, hiicrelerin FBS’siz medya ile inkiibasyon siiresinin genellikle
12 saat ile 24 saat arasinda degisiklik gosterdigi goriilmiistiir (Mukherjee ve Mani, 2013).
Serum a¢higinin hiicreler iizerindeki etkisinin arastirildigr bir ¢alismada, farkli inkiibasyon
stirelerinde toplanan FBS’siz medyadaki LDH ve -tubulin salinimini tespit edilerek hticre
achigin neden oldugu hiicre otolizinin gerceklestigi zaman aralifi belirlenmeye
calistlmistir. Genel olarak hiicre tiplerine gore farklilik gostermekle birlikte hiicre
otolizinin gergeklestigi zaman araliginin 24. saatten sonra arttigr gorilmektedir (Lai ve ark,
2010). Literatiirdeki tiim c¢alismalarda sekretom toplarken, kalkan hiicreleri ve hicre
atiklarint uzaklastirmak amaciyla, medya satrifiijlenmistir. Daha sonrasinda proteazlarin
aktivitesini engellemek amaciyla sekretom Orneklerine c¢esitli proteaz intibitorleri

eklenerek -80C°’de saklanmistir (Makridakis ve Vlahou, 2010).
1.3.3.3. Salgi proteinlerini konsantre etme yontemleri

Kiiltiir medyasinda diigiik konsantrasyonda bulunan salgi proteinlerini zenginlestirmek igin
literatiirde cesitli metotlar kullanilmistir. Bu metotlar arasinda ultrafiltrasyon, iki atomlu
topraga adsorpsiyon, hidrofobik rezine adsorbsiyon, fenol ekstraksiyonu ve gesitli (DOC-
TCA ve NLS-TCA) TCA c¢oktiirmesi yer almaktadir. Bu metotlarin ¢esitli avantaj ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu metotlarda karsilagilan genel problem zayif geri kazanim
ya da c¢oziniirik kaybi olmustur. 10 kDa’luk filtrelerle ultrafiltrasyon yapilmasi
neticesinde diisiik protein konsantrasyonuna ragmen filtrelerin tikandigi gortilmiistiir.
Fenol ekstraksiyonu ile nispeten iyi sonuglar elde edilmistir. En iyi sonug DOC/NLS gibi
detarjanlarin eklendigi TCA ¢oktiirmesi metotu ile elde edilmistir (Makridakis ve Vlahou,
2010).

Nanoproteomik temelli yontemler icerisindeki nanozeolitlerin, ortamda bulunan tuzlar gibi
diger maddelere kiyasla, yiiksek afinite ve elektivite ile salgilanan proteinlerle etkilesime
girebildigi ve LC-ESI-MS/MS kullanilarak yapilan analizlerin neticesinde yiiksek miktarda
protein analizine olanak sagladigi gortlmiistir. Bu yeni yaklasim, verimli bir protein
konsantre etme yontemi olabilme potansiyeli barindirmaktadir (Makridakis ve Vlahou,
2010; Mukherjee ve Mani, 2013).
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1.3.3.4. Sekretom analizi icin proteomiks tabanl ayirma yéntemleri

Jel bazli yontemler (1-DE, 2-DE, DIGE) ile kutle spektrometrisi ydntemlerinin
birlestirildigi birgok protein tabanli aymrim yontemleri mevcuttur. Jelden bagimsiz
yontemler olan izotop kodlu afinite etiketi (ICAT), goreceli ve mutlak niceleme (iTRAQ)
icin izobarik etiket, hiicre kultirinde (SILAC) amino asitlerle kararli izotop etiketlemesi,
SELDI-TOF MS. SELDI-TOF MS yontemleri de sekretom analizi i¢in kullanilan
proteomiks tabanli ayirma yontemleri arasinda yer almaktadir (Mukherjee ve Mani, 2013).
Literatiirde sekretom analizi icin antikor dizileri ve boncuk tabanli diziler gibi DNA ve
RNA tabanli ayirim yontemlerinin de siklikla kullanildigi goriilmektedir (Makridakis ve
Vlahou, 2010).

1.4.  Biyotinilasyon Nedir ve Kullanim Yerleri Nelerdir?

Biyotin (B7, vitamin H.), bir imidazol halkasi, bir tiyofen hakasi ve bir valerik asit
zincirinden olusan hidrofilik 6zellikte bir molekiildiir. Insanlarda biyotin biyosentezi
gerceklesmedigi i¢in  disaridan beslenme yolu ile temin edilmektedir. Biyotin
molekiiliiniin insan viicudundaki kullanim amaci, bazi1 enzimler ile birleserek, bu
enzimlerin bikarbonattaki COz’yi organik asitlere transfer edebilmesini saglamaktir
(Donald ve ark., 2007). Biyotin bagimli enzimler karbonhidrat, lipid ve protein
metabolizmasinda, biyotini koenzim olarak kullanmaktadir. Biyotin molekili aym
zamanda hucre blyldmesi, DNA ve RNA replikasyonu icin gereklidir. Biyotin ile
avidin/streptavidin arasinda bilinen en gii¢lii nonkovalent etkilesimlerden olusan bir bag
kurulmaktadir (Boone-Villa ve ark., 2015). Bu etkilesime ait gorsel, Sekil 1.7.°de

verilmistir.
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Avidin Biotin conpugate Aandin-Butin Complex

Sekil 1. 7. Biyotin - avidin/streptavidin etkilesimi (Schwarz ve Blower, 2016).
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Bu etkilesim sayesinde biyotin, bircok alanda molekuler ara¢ olarak kullanilabilmektedir.
Bu giiclii etkilesimden yararlanilarak proteinleri biyotin ile isaretleme metodolojileri

gelistirilmistir (T. Kuhn ve ark., 2020). Biyotinilasyon reaksiyonunun gorseli Sekil 1.8.°de

verilmigtir.
Biotin
<: ATP + @
(Eomwo . (4
TurbolD %
Biotinylated proximal
endogenous protein

Sekil 1. 8. Biyotinilasyon reaksiyonu (Cho ve ark., 2020)

Biyotin ile isaretleme yontemi, kimyasal veya enzimatik yollar ile yapilabilmektedir.
Kimyasal biyotinilasyon daha hizli reaksiyon gosterse de homojenite problemleri, hedef
dis1 biyotinasyon, tahmin edilemeyen etkilesimler ve toksik yan etkiler gibi dezavantajlar
barindirmaktadir. Enzimatik biyotinasyon kolay isaretleme protokolii, yiiksek homojenitesi
ve toksik Ozelliginin olmamasindan dolayr daha avantajlidir (Roux ve ark., 2012).
Enzimatik biyotinilasyonun dejavantajlari, dizi spesifikliginin olmasi ve biyotinilasyon igin
enzimin hedef bolgeye 10 angstrom kadar yakinlagmasi gerekliligidir. Ancak yeni
gelistirilen TurboID biyotin ligaz enzimi yapilan mutasyonlar ile dizi spesifikliginin
ortadan kaldirilmasi ve yabanil tip BirA enzimine gore c¢ok yiiksek enzimatik hizindan

dolay1 enzimatik biyotinilasyonun bu dezavantajlarinin ortadan kaldirmasini saglamistir

(Kyle ve ark., 2012).
1.5. TurbolD Biotin Ligaz Enzimi Ozelligi

Biyotin bagimli enzimlerin(biyotin ligazlarin) katalizledigi reaksiyon olan biyotinilasyon,
evrim sirecince yiiksek oranda korunmus, yiksek Ozgiinliige sahip bir reaksiyondur.
Biyotin ligazlar arasinda en yaygin olarak kullanilan1 E.Coli’ye ait olan BirA enzimidir

(Smith ve Cronan, 1999).
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BirA, monomerik bir protein olup 35.5 kDa biiyiikliigiindedir. BirA ileri derecede
Ozgiinliige sahip bir enzimdir. E. coli icerisinde sadece tek bir proteini biyotinlemektedir.
Bu protein asetil-KoA karboksilaz enziminin alt Unitesi olan biyotin karboksil tasiyici
proteinidir (BCCP) (Sutton ve ark., 1977). BirA enzimi mutasyona ugratilarak dizi
Ozgiilligii olmayan sadece lizin aminoasidi bulunduran proteinleri biyotinleyen
promiscuous BirA (BirA*) dretilmigtir (Branon ve ark.,, 2018). Non-spesififk
biyotinilasyon yapabilen BirA (BirA*) biyotin ligazi ile mesafe bagimli etiketleme
sayesinde protein- protein etkilesimlerini incelemestratejileri gelistirilmistir. BirA* biyotin
ligazi, sadece 10 nm’lik bir alanda biyotinilasyon yapabilmesi sebebiyle sadece hedef
protein ile dogrudan temas halinde olan proteinler tanimlanabilmektedir. BirA* enziminin,
yonlendirilmis evrim (directed-evolution) yontemi kullanilarak iki farkli mutant formu
olan miniturbo ve TurbolD enzimleri gelistirilmistir (Boone-Villa ve ark., 2015).
Miniturbo, 28 kDa luk bir protein iken TurbolD 35 kDa’luk bir proteindir. TurbolD
enziminin molekiiler yapisina ait gérsel Sekil 1.9.’da verilmistir. Miniturbo ve TurbolD,
hicre kiiltiriinde 10 dakika veya daha kisa siirede etiketleme yapabilmekte ve boylece
dinamik biyolojik streclerin arastirilmasina imkan saglamaktadir. Miniturbo, daha aktif ve
0zguin olmasina karsin kararlilik problemi barindirmaktadir. Miniturbo'nun biyotine karsi
daha diistik afinitesi olmasi sebebiylebiyotin yoklugunda etiketleme yapamamaktadir.
TurbolD endoplazmik retikulum gibi indirgenme potansiyeli sitoplazmadan farkli

ortamlarda dahi aktivite gosterebilmektedir (Cho ve ark., 2020; T. Kuhn ve ark., 2020)

TurbolD. (35 kD),
aa 1-63

1305V,

Sekil 1. 9. TurboID Enziminin molekiiler yapis1 (Cho ve ark., 2020).
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2. AMAC

Meme kanseri olusumu ve gelisiminde rol oynayan molekiiler mekanizmalarin
aydinlatilmasi yeni tani ve tedavi olanaklarinin gelistirilmesi i¢in olduk¢a Snemlidir.
Giliniimiizde bu kanserin tam1 ve tedavisinde biliyiime faktorleri inhibitorleri, belirlenmis
sinyal yolaklarim1 hedef alan ajanlar, apoptozu uyaran matriks metalloproteinaz
inhibitorleri gibi meme kanserinden sorumlu genleri, invazyon ve metastazi hedefleyen
yaklagimlar mevcuttur (Park ve ark., 2022). Kanserli hicrelerden salgilanan proteinler,
farklilasmayi, invazyonu, metastazi, hiicre-hiicre ve hicre-ekstraseliler matriks
etkilesimlerini diizenleyerek kanserin anjiyogenezinde rol almaktadir (Pavlou ve
Diamandis, 2010). Ayni zamanda kanserli hiicrelerden salgilanan bu proteinler kan ve
idrar gibi viicut sivilarina girmekte ve oOlgiilebilmektedirler (Uhlén ve ark., 2019). Bu
nedenle biyopsi gibi girisimsel uygulamalara gerek kalmadan viicut sivilarindan analiz
edilmeleri mumkindiir. Bu 6zelliklerinden dolayr sekretom, kanserli hiicrelerde

biyobelirte¢ kesfi igin ¢alisilabilecek 6nemli bir alandir.

Bu ¢alismada salgi proteinlerinin endoplazmik redikulumda biyotin ile isaretlenmesi ve
daha sonrasinda kiiltiir medyasindan biyotinile haldeki salgi proteinlerinin streptavidin
kapli manyetik boncuklar kullanarak zenginlestirilmesi amaclanmistir. Boylece 6li
hiicrelerden salman proteinlerin  ve sitozolik proteinlerin, salgi proteinlerini
maskelemesinin  Ontine gecilmesi  hedeflenmistir. Bu kapsamda biyotinilasyonu
gerceklestirmesi  igin - TurboID enzimi kullanilmistir. Meme kanseri hicresine
pDisplay KDEL_ER_TurbolD plazmiti transfekte edilmis ve Geneticin antibiyotigi
uygulamast ile segilim saglanmistir. Hiicreler uygun yogunluga geldiginde biyotinilasyon
reaksiyonu gergeklestirilmis ve immdunfloresan boyamalarla TurbolD Gretimi ve
biyotinilasyonu gosterilmistir. Sekretom ortamindan biyotinile haldeki proteinler
streptavidin kaplt manyetik boncuklar kullanilarak zenginlestirilmis ve biyotinilasyonun

verifikasyonu WB analizleri ile yapilmistir.
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Bu tez calismasi ile saglikli meme epitel hiicresi olan MCF-10A, agresif olmayan non-
invaziv ozellikteki MCF-7 ve agresif olan invaziv 0zellikteki MDA MB 231 meme kanseri
hiicre hatlar1 arasinda, ER igerisinde biyotin ile isaretlenen salgi proteinlerinin hiicre
sekretomlarindan izolasyonu, zenginlestirilmesi ve Kkarsilastirmali proteom analizleri
yapilarak meme kanseri tanisina ve tedavisine yonelik biyobelirteg adaylarinin
belirlenmesi amaglanmaktadir. Bu tez ¢aligmasinda elde ettigimiz veriler sonucunda, Non-
invaziv 0zellikteki MCF-7 hiicre hatt1 ile invaziv 6zellikteki MDA MB 231 hiicre hatti
arasindaki proteom farkliliklar1 belirlenerek, meme kanserindeki metastatik siire¢ hakkinda
literatlire yeni bilgiler ile katki saglanacaktir. Bu tez sonucunda elde edilen veriler ile
meme kanseri ile iliskili olabilecek proteinlerin saptanmasi, tan1 ve tedaviye yonelik ileri

calismalara onciiliik edecektir.

27



3. YONTEM

Kullanilan Plazmid

TurbolD enziminin meme kanseri hicreleri icerisinde uretilmesi amaciylakullanildi olan
pDisplay KDEL_ER_TurbolDplazmiti, Stanford Universitesi’nden Dr.Tess C. Branon

tarafindan hibe edilmistir.
3.1. pDisplay KDEL_ER_TurbolD Plazmitinin Amplifikasyonu ve Saflastirilmasi

3.1.1. pDisplay KDEL_ER_TurbolD Plazmitinin E.Coli’ye ait XL1Blue Susuna

Elektroporasyon Yolu ile Transformasyonu

pDisplay KDEL_ER_TurbolD plazmiti, cogaltilmak amaciyla elektrokompetant haldeki
E.Coli’'nin XLI1Blue susuna elektroporasyon Yyoluyla transforme edildi. 50uL
elektrokompetant haldeki XL1Blue bakterisi icin 0.5uL(200-500n0Q)
pDisplay KDEL ER TurboID plazmiti kullanildi. Transformasyon islemi Tablo 3.1.’de
belirtilen malzemeler kullanilarak, laboratuarimiz tarafindan gelistirilen asagidaki

transformasyon protokoliine uygun olarak gergeklestirildi.

Tablo 3. 1. Elektroporasyon isleminde kullanilan kimyasallar.

Kimyasallar Firma
LB Broth with agar Sigma Lot:#SLCC0182
LB Broth Sigma Lot: BCBN9308V
Ampicillin Sigma EC200-709-7

Transformasyon protokol;

s 50 pul’lik %20 gliserol iceren elektrokompetant haldeki XL1Blue bakterileri ile
pDisplay KDEL_ER_TurbolD plazmiti homojenize edildi ve elektroporasyon
klveti icerisine eklendi.

+¢ Plazmit homojenatin1 igeren elektroporasyon kiiveti Elektroporatdr cihazina

(Eppendorf, Almanya) yerlestirildi ve 1750 volt akim uygulandi.
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% Plazmit aktarimi yapilan elektrokompetant hiicreler tizerine 300 pul SOB (super
optimal broth) eklendi ve 37 °C’de galkalamali etiivde 1 saat boyunca inkibe
edildi.

% SOB icerisindeki bakteriler, inkiibasyon sonrasinda 1:1000 oraninda ampisilin
iceren LB Agar besiyerine ekilerek seleksiyona tabi tutuldu. Boylece ampisilin
antibiyotigine kars1 direng geni aktarimi saglanmis bakteriler, ampisilin varliginda
tredi.

« LB Agar besiyerine ekilen bakteriler 37°C etlivde gece boyu inkibe edildi.
3.1.2. Transformasyon Yapilan Bakterilerin Biiyiitiilmesi ve Plazmid izolasyonu

Bakterilerin,ampisilin iceren LB Agar besiyerinde inklibasyonu sonrasinda, petri icinde
sadece ampisilin antibiyotigine karsi direng gosterebilen bakterileriler treyebildi. Bu
bakterilerin olusturdugu kolonilerden bir tanesi segilerek, ampisilin iceren LB sivi
besiyerine ekildi ve 37°C’deki ¢alkalamali etiive gece boyu inkiibe edildi. Ertesi gun,
santrifigasyon ile bakteri pelletleri elde edildi. Bu bakteri pelletlerinden hicre kulttrd
deneylerinde kullanilmak {izere. EndoFree Plasmid Maxi Kiti (Lot:151036440)
kullanilarak asagidaki protokol uygun olacak sekilde plazmit izolasyonu gergeklestirildi.

Maxiprep Protokol:

++ Bakteri pelleti 10ml Resuspansion Buffer P1 ile ¢ozuldi ve steril 50ml’lik falkona
alind.

% Falkon icerisine 10 ml Lysis Buffer P2 eklendi ve falkon ters diiz yapilarak 5
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

< Inkiibasyon sonrasinda falkon icerisine 10 ml Neutralization Buffer P3 eklendi ve
falkon ters diiz yapildi.

¢ Hazirlanan lizat, Kit igerisinden ¢ikan QIA filter Maxi Cartridges filtreli kolon
icerisine aktarildi. Kolonun altinda bulunan tipa kapatildi ve 10 dakika oda
sicakliginda inkibe edildi.

% Inkiibasyon sonrasinda QIA Filter Plungers ile basing uygulanarak lizat 50ml'lik
steril falkon igerisine filtre edildi. Boylece hiicreler atiklar kolon igerisinde tutuklu

kald.
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+ Falkona toplanan filtrelenmis lizat {izerine endotoksinlerin uzaklastiriimasi
amaciyla 2.5ml ER Buffer eklendi ve falkon ters duz edilerek 30 dakika buz
Uzerine inkibe edildi.

% Inkiibasyon siiresi beklenirken QIAGEN Tip filtreli kolon 10ml Equilibration
Buffer QBT eklenerek dengelendi.

% Dengelenen kolona inkubasyonu biten lizat eklendi.. Yer ¢ekimi kuvveti ile akip
gidenler ¢Op olarak ayrilirken plazmid kolona tutundu.

¢+ Plazmitin tutundugu kolondan hiicresel atiklarin uzaklastirilmasi amaciyla kolon 2
defa 30 ml QC Buffer ile yikandi.

+« Kaolona tutunan plazmit 15ml Elute Buffer QN ile 50ml'lik steril falkona toplandi.

¢ Elute edilen 6rnek tzerine 10ml izopropanol eklenerek 15000rpm 30 dakika 4C'de
santriftj edildi.

% Santriflirasyon sonrasi supernatant uzaklastirildi ve plazmid pellet halinde elde
edildi.

% Pellet Uzerine, DNA’dak, safsizliklar1 azaltmak amaciyla 5ml %70 Etil Alkol
eklendi ve 15000rpm 10 dakika 4C'de santrifuj edildi. Santriflij sonrasi supernatant
uzaklastirilarak yikama yapildu.

¢+ Elde edilen pellet uygun hacimde Endotoksin-free TE Buffer ile sispanse edildi.

Plazmit konsantrasyonudl¢cimi Nanodrop(marka model)ile yapildi ve 1300ngolarak

hesaplandi.
3.2. Hicre Kultlrd Deneyleri

Tez calisgmam kapsaminda kullanilan MCF-10A, MCF-7, MDA MB 231 hiicre hatlari
laboratuvarimizin mevcut envanterinde bulunmaktadir. Caligma boyunca envanter stogunu
korumak adina, belirtilen hiicre hatlarindan hiicre dondurma yontemi ile saklama
alinmigtir. TUm hdcre kiltird deneylerinde, her hiicrenin kendine 6zgl farkli besiyeri
komponentlerine ihtiya¢ duymasi sebebiyle, MCF-7 ve MDA MB 231 hiicreleri; ylksek
glukozlu (%4.5) DMEM (Dulbecco™s Modified Eagle Medium) bazal medyasinin
kullanildig1 besiyerinde bayatilirken MCF-10A hicreleri ise; MEGM (Mammary
Epithelial Cell Growth Medium) bazal medyasinin kullanildigi besiyeri igerisinde
biiyiitiilmistiir. Tiim hiicreler %5 CO2 ve 37°C sicaklik uygulandigi kiiltiir kosullarinda
kiiltire edilmistir. Hiicre kiiltiri deneylerinde kullanilan kimyasallar Tablo 3.2.°de

verilmistir.
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Tablo 3. 2. Hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilan kimyasallar.

Kimyasallar

Katalog Numarasi

DMEM

Multicell, Katalog No: 319-015-CL

MEGM Bazal medya ve Supplement

Lonza, Katalog No: CC-3151,CC-4136

Penisilin/Streptomisin

Biochrome, Katalog No: A2212

L-Glutamin

Biochrome, Katalog No: K0282

FBS

Capricorn Scientific, Katalog No: FBS-11B

Tripsin/ EDTA

GIBCO, Invitrogen, Katalog No: 25200-072

Fosfat Tamponlu Salin (PBS)

Biochorome, Katalog No: L1825

Dimetil Sulfoksit (DMSO)

Applichem, Katalog No: A1584

Tripan Mavisi

GIBCO, Invitrogen, Katalog No: 15250061

Geneticin (50 mg/mL)

GIBCO, Invitrogen, Katalog No: 10131027

3.2.1. Hucrelerin Cozulmesi ve Buyutulmesi

MCF-10A, MCF-7, MDA MB 231 hiicreleri birer Kryo tlp igerisinde, sivi azot tankindan
donmus halde ¢ikartildi. 37°C’deki su banyosunda bekletilerek bir kismi ¢6ziillir hale
getirildi.Yar1 ¢6ziinmiis haldeki hiicreler, steril falkon icerisinde hazirlanmis %20 FBS
iceren bazal medya icerisine eklendi. Ardindan 1500rpm oda sicakliginda 5 dakika
santrifilj edildi. Ust s1v1 atildiktan sonra elde edilen hiicre pelleti énceden hazirlanmis olan
besiyeri (%10 FBS, 100 pg/ml Penisilin/Streptomisin, 2 mM L-Glutamin, iceren bazal
medya ile gozllerek 10 cm’lik hiicre kiiltiir kaplarina aktarildi. Kiiltiir kaplari, 37°C’deki

nemlendirilmis %5 CO>’li etiivde inkiibe edildi.
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3.2.2. Hucrelerin Hatlarimin Pasajlanmasi

Hicrelerin besiyerleri, hiicre yogunluguna ve biiyiime hizlarina bagl olarak her 2-3 ginde
bir yenilendi. Hiicre yogunlugu %70-80 araliginda iken hiicreler uygun boyuttaki petri
kaplarina ya da flasklara pasajlandi. Bu islem igin petri yuzeyindeki 6l hicreleri ve
hiicresel atiklar1 uzaklastirmak amaciyla 3 kez yeterli miktarda PBS ile yikama yapildi.
Daha sonra petri yuzeyine tutunan hicrelerin kaldirilmasi igin yaklasik 1ml Tripsin/EDTA
(%0,05) solisyonu petri yiizeyine eklendi. Tripsin aktivitesi i¢in uygun sicaklik olan
37°C’deki etuvde, MCF-7 ve MDA MB 231 hucreleri i¢in5 dakika; MCF-10A hicreleri
icin 10 dakikainkiibasyon gergeklestirildi.

Sire sonunda hicreler 10ml PBS soliisyonu ile steril falkon igerisine toplandi ve 1500rpm
oda sicakhiginda 10 dakika santrifilj edildi. Ust sivi uzaklastirildi ve elde edilen hiicre
pelleti taze hazirlanan besiyeri ile slispanse edilip uygun yeni kiltir kaplarina aktarildi.

Daha sonra hicreler 37°C’deki nemlendirilmis %5 CO2’li etlivde inkiibe edidi.
3.2.3. Hucrelerin Saklanma igin Dondurulmasi

Devam caligmalarda kullanilabilmesi ve envanter stogunun devamliliginin saglanabilmesi
icin yaklagik %70-80 yogunluga ulasan hiicreler pasajlanirken, bir kismi donduruldu.
Hiicreler azot tankinda kademeli dondurma yontemi kullanilarak donduruldu. Bu amag
dogrultusunda, % 70 DMEM/MEGM, % 20 FBS ve % 10 DMSO iceren dondurma

besiyeri hazirlandi.

Hcrelerin Gzerindeki eski besiyeri uzaklastirildi, iki kez kalsiyum magnezyum icermeyen
yeterli miktarda PBS (Biochrome, Ingiltere) ile yikama yapildi. Ardindan 1 ml % 0.25
Tripsin / EDTA (Biochrome, Ingiltere) soliisyonu hiicrelerin bulundugu petri/flask
yuzeyineeklendi Yaklagik 7-10 dakika 37°C’de inkiibatérde bekletildikten sonra
mikroskop altinda hiicrelerin tamamen kalkip kalkmadigi kontrol edildi.Petri/flask
yuzeyinden kalkan htcrelerin tzerine 10 ml PBS eklenerek hiicreler bir falkon igine
topland1 ve 1500xg de 10 dakika santrifiij edildi.Falkon dibine ¢oken hiicrelerin Uzerine,
hiicre miktarina bagli olarak belirlenen miktarda dondurma soliisyonu eklendi ve her bir
Kryotiipe 1 ml olacak sekilde dagitildi. Tipler - 80°C’de Kyro-freezer saklama kabinda
(Nalgene, ABD) bir gece bekletildikten sonra sivi azot tankina yerlestirildi.
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3.2.4. Thoma Lam ile Hiicre Sayim

Thoma lamimin yuzeyinde Sekil 3.1.’de gortldigi gibi 16 buyik kare ve her biyik karede
25 kicluk kare olmak Uzere toplamda 400 kare bulunmaktadir. Bu kismimn hacmi 0.1
mm3’tir. Thoma laminin prensibi 0.1 mm3 alanda yapilan sayimin mililitre basina diisen
hlcre sayisina cevrilmesine dayanmaktadir. Thoma laminda mililitrede bulunan hucre
sayist; A X SF x10000 fomiilii ile hesaplanmaktadir. Burada; A: 16 karede sayilan
mikroorganizma sayisi, SF: Seyreltme Faktori, 10000 ise mm3’ iin mL’ye ¢evrilmesinde
kullanilan sabit sayiy1 ifade etmektedir. Tez ¢alismasi kapsaminda thoma lamai ile hiicre

sayimi i¢in tripan mavi boyasi kullanilmistir.

S=ais

H
i
e |

0,025 0,05 J
* 1.mm

Sekil 3. 1. Thoma Lami (Ljungberg ve ark., 2015).

Canli hiicreler yiiksek molekiiler agirliga sahip olan tripan mavi boyasini, hiicre igine
alamamaktadir. Yalnizca 6li hiicreler, tripan mavi boyasini hiicre i¢ine alarak mavi renge
boyanmaktadir. Bu sebeple, kareler igerisindeki agik renkli parlak hiicreler sayilmaktadir.

Hdicreleri saymak igin asagidaki protokol takip edilmistir.

Hiicre sayma protokol(;

% Hicrelerden besiyeri uzaklastirildi ve hiicre yiizeyi 3 kez PBS ile yikandu.

% Yilzeye tutunan htcrelerin kaldirilmasi i¢in yaklastk 1ml Tripsin/EDTA
(%0,05)solusyonu,tiim petri  yiizeyini kaplayacak sekilde eklendi. Tripsin
aktivasyonu igin 37°C’de 4 dakika boyunca inkiibeedildi. Sire sonunda hiicreler
10ml PBS solusyonu ile petri yiizeyinden toplanarak steril falkon tiipe alini.

1500rpm oda sicakliginda 5 dakika santrifiij edildi.
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¢ Santriflj sonrasi siipernatant uzaklastildi. Pellet halindeki hicreler 2ml PBS ile
¢ozildl. Ardindan 50ul hiicre solusyonu, pipet yardimiyla temiz bir ependorfa
aktarildi.

¢+ Ependorf icerindeki hiicre soliisyonu tizerine 250 ul tripan mavi boyasi eklendi ve
pipetaj yapilarak boya ile hiicreler homojenize edildi.

¢ Huce-boya homojenatindan 10 pl alinarak thoma lamina aktarildi. Daha sonra
mikroskop altinda canli hiicreler sayildi ve not edildi. Formiil {izerinden hesaplama

yapilarak ImL ‘deki hiicre sayisina ulasildi.
3.2.5. Kill-Curve Deneyleri ile Secilim icin Uygun Antibiyotik Dozunun Belirlenmesi

Geneticin  antibiyotigine kars1 direng geni iceren pDisplay KDEL_ER_TurbolD
plazmitini, transfeksiyon sonrasinda ic¢ine alan hiicrelerinin se¢ilimini saglayabilmek
amactyla; tiim hiicre hatlarina kill-curve yontemi ile Sekil 3.2.’de gosterildigi tizere farkli

doz araliklarinda geneticin antibiyotigi uygulanarak zaman-6liim egrileri olugturulmustur.

100 200 200\
‘ ug/ul ‘ ug/ulL ’ ug/ul ‘ ug/ulL
200 400 400 400 600 600
ug/ul ug/ulL ug/ulL ug/ulL ug/uL ug/uL

00
L ug/!

Sekil 3. 2. Hiicrelere farkli dozlarda antibiyotik uygulamasi.

Kill-Curve Protokoli:

%+ 24 kuyulu hiicre kabina, hiicre basina yaklasik 30.000 olacak sekilde hiicre ekimi
yapildi. Ekim sonrasi hiicrelerin yiizeye tamamen yapismasi i¢in 1 giin boyunca

etiivde inkibe edildi.
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¢ Ertesi giin hiicre yogunlugu yaklasik %50 iken htcrelere,0 ug/uL — 100 ug/uL— 200
ug/uL — 400 ug/uL — 600 ug/uL — 800 ug/uL— 1000 ug/uL— 1200 ug/uL— 1400
ug/uL olacak sekilde farkli dozlarda antibiyotik uygulamasi yapilda.

< 0, 100 ug/uLl ve 1400 ug/uLL dozlar 2 tekrarli, diger tiim dozlar 3 tekrarli olacak
sekilde uygulama yapildi (Sekil 3.2.’deki gibi).

% Antibiyotik uygulamasindan yaklagik 48 saat sonra, tim hicre Oluminin
gerceklestigi bir antibiyotik dozu saptandiktan sonra, her kuyudaki hicreler ayri
ayr1 olacak sekilde Thoma lami1 yontemi ile sayildi.

% Her hiicre hattinin antibiyotik uygulamasindan sonrakihiicre sayisi kullanilarak,
doza bagli olim oranini gosteren grafikler olusturuldu. Bu grafiklere gore

hiicrelerin 61diigii antibiyotik dozunun yarisi, se¢ilim dozu olarak belirlendi.

3.3. pDisplay_ KDEL_ER_TurbolD Plazmitinin MCF-10A, MCF-7 ve MDA MB 231

Hdcrelerine Neon-Transfeksiyon Yontemiyle Aktarim

3.3.1. Gegici-Transfeksiyonun Gergeklestirilmesi ve Hiicrelerin Secilime Tabi

Tutulmasi

Transfeksiyon, kararli ve gegici transfeksiyon olmak {izere iki ayr1 baglikta
incelenebilmektedir. Kararli transfeksiyon, yabanci DNA'y1 konak niikleer genomuna
entegre ederek bir transgenin uzun vadeli ekspresyonunu surdirmeyi ifade etmektedir.
Gegici transfeksiyonda ise niikleik asitlerin konak¢i hiicre genomuna entegre edilmesi
gerekmemektedir. Kullanacagimiz plazmitin bir biyotin ligaz kodlamasi sebebiyle uzun
stireli ekspresyonunun hicre toksisitesini arttirabilecegi ve hiicrelerin normal fizyolojilerini
etkileyebilecegi goz oOnilinde bulundurularak, gecici transfeksiyon yapilmasma karar

verilmistir.

MCF-10A, MDA MB 231, MCF-7 hiicre hatlarina pDisplay KDEL_ER_TurbolD
plazmitinin aktarimi  Neon-Transfeksiyon sistemi kullanilarak yapildi. Hducrelerin
yogunlugu % 70-80 ulastiginda, hiicrelere Neon-Transfeksiyon sistemi protokoliine uygun
olarak plazmit aklatimi gergeklestirildi. Transfeksiyonun sematik gosterimi Sekil 3.3.’de

verilmistir.
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1.5 x 10* MCF-7 Transient Transfection
1.5 x10* MDA MB 231

Sekil 3. 3. Transfeksiyonun sematik gdsterimi.

(L

Aktarim sonrasinda elde edilen transfeksiyon iirlinleri, i¢ine coverslip yerlestirilmis,
antibiyotiksiz blyiume besiyeri iceren petrilere ekildi. Ertesi glin besiyerlerine antibiyotik
ilavesi yapildi. Transfeksiyon sonrasi hiicrelerin seleksiyonu igin hucrelerin besiyeri
ortamlar1 uygun konsantrasyonlarda Geneticin (G418) eklenerek 4-6 hafta secilime tabi
tutuldu.

Neon Transfeksiyon Protokol;

% % 70-80 yogunlukta olan hiicreler, besiyeri uzaklastirildiktan sonra 3 kez yeterli
miktarda PBS ile yikandi.

L)

* Yiizeye tutunan hiicrelerin kaldirilmasi i¢in yaklagik 1ml Tripsin/EDTA (%0,05)
solisyonu homojenize olacak sekilde petri yiizeyine eklendi. Tripsin aktivasyonu
icin 37°C’deki etiivde 5 dakika inkube edildi.

< Inkiibasyon sonrasi Tripsin EDTA aktivitesi FBS ile durduruldu. Thoma lamu ile
hiicre sayimi yontemi kullanilarak hiicreler sayimi yapildi. 1.5x107 hiicre/ml olacak
sekilde hiicre soliisyonundan alinarak falkon tiipe aktarildi. 1500rpm oda
sicakliginda 5 dakika santrifiij edildi. Ust siv1 uzaklastirildi ve elde edilen hiicre
pelleti 2 kez PBS ile yikandi.

% Yikamalarin ardindan santrifugasyon ile elde edilen hicre pelleti 100ul
Resuspansiyon Buffer R ile ¢ozuldi. Bu sirada pipet istasyonundaki Neon tiip
icerisine 3ml Electrolytic Buffer E2 eklendi.

% Steril ependorfta slispanse edilen hicreler (zerine hazirlanan uygun miktarda

plazmit DNA’s1 eklendi ve yavagga pipetaj yapilarak homojenize edildi.
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s Neon tip takilmig pipet igerisine plazmit-hiicre karisimi ¢ekildi ve pipet
istasyonunayerlestirilerekher bir hiicre hatt1 igin uygun olan programda
transfeksiyon gergeklestirildi.

¢ Transfekte edilen hiicreler 6nceden hazirlanmis antibiyotiksiz besiyeri (%10 FBS, 2
mM  L-Glutamin iceren DMEM/MEGM) ortamina ekildi ve 37°C’deki
nemlendirilmis %5 CO2’li etiivde inkiibe edildi.
¢ Ertesi giin secilimin saglanabilmesi igin besiyeri ortamma 100 upg/ml

Penisilin/Streptomisin, uygun secilim konsantrasyonunda Geneticin (MCF-10A
icin 150ug/uL, MCF-7 i¢in 800ug/uL, MDA MB 231 i¢in 700ug/uL) eklendi.

Hcreler 37°C’deki nemlendirilmis %5 CO2’li etlivde segilimin saglanmasi ve biiyiimeleri

icin 4-6 hafta boyunca inkibe edildi.
3.3.2. Biyotinasyon Reaksiyonunun Kurulmasi

Biyotinilasyon reaksiyonu igin %70-80 yogunluga sahip pDisplay KDEL_ER_TurbolD
plazmiti transfekte edilmis hiicreler ve trasnfeksiyona tabi tutulmamis normal hiicreler
kullanildi. Hiicreler dnce 3 kez PBS ile yikandi. Biyotinilasyon i¢in 3mM ATP, 50mM
biyotin, 5 mM MgCly, %2 FBS ve bazal medya (DMEM/MEGM) igeren reaksiyon ortami
hazirlandi.  Reaksiyon, 16 saat boyunca 37°C’deki nemlendirilmis %5 CO2’li etiivde

gergeklestirildi.
3.3.3. Transfeksiyonun Immiin Floresan Boyama(IF) ile Dogrulanmasi

Transfeksiyon iglemi ve antibiyotik eklenmesiile secilim saglanmasinin ardindanhucreler
biyotinilasyon reaksiyonuna tabi tutuldu. Hucre Uzerinde, biyotinilasyonun ve TurbolD
uretiminin gosterilmesi amaciyla asagidaki protokol takip edilerek immin floresan
boyamayapildi. Coverslip yerlestirilmis petrilerin i¢ine ekilen hiicrelerin yogunlugu %70-
80’e ulastiginda, immiin floresan boyamalar1 asagidaki protokole uygun olarak yapilmistir.

Immin floresan boyamanin sematik gosterimi Sekil 3.4.’de verilmistir.
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Seconder
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45dk
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1:100
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Sekil 3. 4. Immiin floresan boyamanin sematik gosterimi.

IF Protokol{;

X/
L X4

X/

X/
L X4

X/
°

Coverslip yerlestirilmis petrilerin igine ekilen hiicrelerin ylizeyinden besiyeri
uzaklastirildi, ardindan PBS ile yikama yapildi.

Petri igerisinden alinan coverslip, %@4 formaldehit damlatilmis parafilm ylizeyine
yerlestirildi ve 20 dk muamele edilerek, hiicrelerin coverslip izerinesabitlenmesi
saglandi.

Coverslip 100 uL PBS’te 5 dk bekletildi ve formaldehitin etkisini ortadan
kaldirmak amaciyla 100 uL 50mM amonyum kloriir ile 5 dk muamele edildi.
Coverslipe sabitlenmis olan hiicreler %0.5’lik triton-X ile 2 dk muamele edildi.
PBS ile yikma sonrasinda 1:250 diliisyon oraniyla hazirlanmig BirA antikoru ile 60
dakika muamele edildi.

Sure sonunda PBS ile yikama islemi tekrarlandi ve 1:1000 dilisyon oraniyla
hazirlanmis antimouse- FITC anikoru ile 60 dakika boyunca karanlikta muamele
edildi.

Tekrar PBS ile yikama yapildi ve sonrasinda 1:1000 diliisyon oraniyla hazirlanmis
Neutroavidin-Texas-Red anikoru ile 60 dakika boyunca karanlikta inkiibe edildi.
Ardindan hiicreler PBS ile yikandi ve DAPI (1:20000) ile 10 dk muamele edildi,
PBS ile yikandi ve 5 dakika ddH20 ile muamele edildi.

Coverslibi lam yiizeyine sabitlemek igin moviole kullanildi.
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3.3.4. Transfeksiyonun Western Blot(WB) Analizi Ile Dogrulanmasi

Biyotinilasyon reaksiyonu gerceklestirildikten sonra hiicre kaziyici kullanilarak kaldirilan
hicrelerden, RIPA Lizis Tamponu kullanilarak protein oziitleri elde edildi. Bradford
analizi ile hiicre oziitlerindeki protein konsantrasyonu belirlendi. Sekretom c¢aligmasina
gecmeden Once elde edilen protein 6zutlerinde, TurbolD proteini Uretimini ve biyotinlenen
proteinleri goérmek, transfeksiyonu dogrulamak, amaciyla western blot analizleri yapildi.
Transfeksiyonun Western Blot (WB) analizi ile dogrulanmasimin sematik gosterimi Sekil

3.5.’de verilmistir.

0 mmve 0.5m
echci)

L, MCF-10A 7/! A Ry
> —> |/l g,
MCF7 l

Bullet Blander SOS-Jcl Western Blotting

1,\_@4\@231.1

Sekil 3. 5. Transfeksiyonun Western Blot (WB) analizi ile dogrulanmasinin sematik
goOsterimi.

3.3.4.1. RIPA Tamponu ile Protein Oziitiiniin Elde Edilmesi

Reaksiyon sonrasi hiicre kaziyict kullanilarak elde edilen hicre pelletleri 300ul RIPA
tamponu (25 mM Tris*HCI pH 7.6, 150 mM NacCl, 1% NP-40, 1% sodium deoxycholate,
0.1% SDS) ile suspanse edildi. Hucre suspansiyonu safe-lock ependorflarin igerisine

aktarildi ve igerisine 0.2mm paslanmaz ¢elik boncuklar ilave edildi.

Bullet Blender cihazi (NextAdvance, Troy, NY) kullanilarak hiicreler mekanik olarak
parcalandi. Boncuklar1 uzaklastirmak ve protein Oziitiinii elde etmek igin 10000 rpm
4°C’de 2 kez 10 dakika santrifiuj edildi ve siipernatant kism1 alindi. Elde edilen protein

0zutlinun konsantrasyonu Bradford analizi ile belirlendi.
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3.3.4.2. Bradford Analizi

Bradford analizinde kullanilan bromofenol mavisi, Oncelikle arjinin olmak (zere
proteinlerdeki amino asitler ile etkilesime girerek renk degisimi meydana getirmektedir.
Meydana gelen renk degisikligi, spektofotometrik okuyucuile 595 nm dalga boyunda
Olculerek protein orneginin konstrasyonu belirlenmektedir. Protein konsantrasyonunun
hesaplanmasi, sigir serum albiimin protein (BSA) cozeltisinin farkli konstrasyonlardaki
absorbans degerleri baz alinarak yapilmaktadir. Bradford assay boyasi (BioRad) 1:5
oraninda seyreltirilip filtre kagidindan gecirilerek hazirlandi. Protein 6rnegi temiz ependorf
icerisinde 1:20 oraninda 2D Rehidrasyon tamponu ile seyreltildi ve tUzerine 980ul Bradford
boyasi eklendi. Analiz i¢in kor soliisyon olarak protein drnegi igermeyen tampon- boya
karisimi kullanildi. Orneklerin absorbansi 595nm’de Nanodrop cihazi ile 3 tekrar olacak

sekilde dl¢iildii ve BSA standart egrisine gore konsantrasyonlari belirlendi.
3.3.4.3. SDS-Page Jel elektroforezi

SDS-Page jel elekroforezi, bir 6rnek igerisinde bulunan proteinlerin molekiiler agirliklarina
gore siralanmasini saglayarak protein profilinin ve kalitesinin anlasilmasi amaciyla
kullanilan jel tabanli bir ayirim metotudur. Elektroforez icin 6ncelikle 6rnegin ayirimina
uygun konsantrasyonda SDS jeller hazirlanir. Protein boyutlarima uygun jel

konsantrasyonlar1 Tablo 3.3.’de verilmistir.

Tablo 3. 3. Protein boyutlarina uygun jel konsantrasyonlari.

Protein boyutu 4-40 kDa 12-45kDa | 10-70 kDa | 15-100 kDa 25-200 kDa

Jel konsantrasyonu 20% 15% 12.5% 10% 8%

Bu amag¢ dogrultusunda jellerin hazirlanacagi camlar %70’lik etil alkol ile temizlenerek
kasete yerlestirildi. Tablo 3.4.’de verilen soliisyonlar ve miktarlar1 g6z Oniine alinarak
%12’lik Ayirict jel ve %4’liik Istifleme jeli hazirlands. 1k 6nce %12’lik ayiricr jel dokuldi
ve jelin ist yiizeyinin diizgiin bir sekilde polimerlesmesi i¢in izopropanol ile jel ylzeyi
kaplandi. Ayiric1 jel polimerlestikten sonra izopropanol uzaklastirildi ve ayirici jelin
tizerine %4 liik istifleme dokulerek 1.0 mm’lik kuyucuklu tarak yerlestirildi ve jelin

polimerlesmesi i¢in beklenildi.
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Tablo 3. 4. SDS —Page jel soliisyonlari igerigi ve miktarlari.

%12’lik Ayiric1 Jel Soliisyonu Icerigi %4’liik Istifleme Jel Soliisyonu I¢erigi

Distile su 3.3mL Distile su 3mL

1.5 MTris-HCI (pH 8.8) 2.5mL 1.5 MTris-HCI (pH 6.8) 1.25 mL

%30 Akrilamid-Bis akrilamid | 4 mL %30 Akrilamid-Bis | 670 uL
akrilamid

%10 SDS 100 uL %10 SDS 50 uL

%10 APS 100 uL %10 APS 50 uL

TEMED SuL TEMED SuL

Hazirlanan jel, elektroforez tanki igerisine yerlestirildi. Ornekleri, jele yiiklemeye
hazirlamak igin 20pg protein Ornegine 6X ylkleme tamponundan (0.5M Tris-HCI,
%10SDS, Gliserol, B-merkaptoetanol, bromofenol mavisi) 1 X olacak sekilde ilave edildi
ve pipetaj yapilarak karistirildi. Ornekler 95°C°de 5 dakika inkiibe edilerek proteinler
denatiire edildi. SDS-Page analizi icin renksiz marker protein (Western Blot analizi igin
onceden renklendirilmis marker protein) ve drnekler kuyucuklara uygun sirayla yiiklendi.
jjlElektroforez tanki 1X Yiriime tamponu (10X yiirime tamponu; 25Mm Tris-HC

dolduruldu. Elektroforez, 180 Voltta 50 dakika seklinde gerceklestirildi. SDS:

analizinin sematik gosterimi Sekil 3.3.4.3.1.de verilmistir. Protein 6rneklerini gorunur
hale getirmek icinjeller 6ncelikle Fiksatif solisyonunda (%40 Metabol, %10 asetik asit,
%50 distile su) minimum 1 saat galkalayici lizerinde inkiibe edildi. Ardindan Commassie
Blue boya sollisyonu (757mM amonyum siilfat, 1.45mM Commassie blue, %20 metanol,
%10 ortofosforik asit) i¢erisinde gece boyu ¢alkalayici lizerinde inkube edildi. Jel Gizerinde
protein bantlar1 tamamen gorunir hale geldikten sonra fazla boya distile su ile arindirildi.

Jelin goruntisu VersaDoc 4000 MP goriintiileme cihazi ile alindi.
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3.4. Western Blot

Transfeksiyon sonucunda plazmitin aktarildigi hiicrelerde, TurbolD proteininin eksprese
ettigini  ve  Dbiyotinilasyon reaksiyonu sonucuna proteinlerin  biyotinlendigini
dogrulayabilmek amaciyla; BirA antikoru ve Streptavidn-HRP kullanarak western blot
analizi yapildi. Yapilan tim Western Blot deneyleri i¢in kullanilan antikorlarin ve

malzemelerin listesi Tablo 3.5.”de verilmistir.

Tablo 3. 5. Western Blot Analizinde Kullanilan Malzemeler.

Kullanilan Malzemeler Firma (Katalog No)

BirA Antikoru (1:1000 diliisyon) Novus NBP2-59939

Sekonder Anti-Mouse (1:10000 diltisyon) Bio-Rad, 170-5047

Streptavidin HRP (1:3000 dillisyon) Thermo Scientific, N100

Actin Antikoru (1:2000 dilusyon) SantaCruz sc-69879

Filtre kagitlar

BioRad, 1703969

Nitroseliiloz Membran

Bio-Rad, 170-5041

Biorad ECL

BioRad, 1705060

Cardiac Troponin | Antikoru

Novus, 19C7

Blotting Grade Blocker

BioRad, 1706404

Prestained Protein Ladder

Thermo, 26616

Western Blot deneyi icin ornekler %12’lik SDS-Page jelde yiiriitiildiikten sonra agagidaki
adimlar takip edilmistir. Trans-Blot Turbo (BioRad) yari-kuru transfer sistemi ile

proteinlerin membrana transferi gergeklestirilmistir.
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% Kullanilan filtre kagitlar1 ve nitroseliiloz membran, jel transfer tamponu (25 mM
Tris-HCI, 192 mM glycine, 1,3 mMSDS, %20 metanol) ile 1slatildi. Transfer kaseti
igerisine sirastyla filtre kagidi, membran, jel ve filtre kdgidi koyuldu ve transferi
engelleyebilecek hava kabarciklari uzaklastirildi.

% Transfer kaseti, cihaza yerlestirildi. 25 voltta 30 dakika slre ile transfer
gerceklestirildi ve sonunda transferin gergeklesip gerceklesmedigini kontrol etmek
icin membran Ponceau S boyasi (1.5mM Ponceau S, 0.5ml Asetik asit) ile boyandi.

¢+ Protein bulunmayan yiizeylerin bloklanmasi amaciyla membran, %5’lik Siit tozu
iceren TBS-T tamponu (10X TBS ¢0zeltisi; 25mM Tris-HCI, 150mM NaCl, pH
7.6: TBS-T tamponu; 1X TBS ¢ozeltisi; %0.1 Tween 20) igerisine alinarak 1 saat
boyunca inkibe edildi.

% Bloklama sonrasi membran 3 kez 10 dakika TBS-T tamponu ile membran
yikanarak siit tozunun fazlasi uzaklastirildi.

¢+ Birincil antikor TBS-T tamponu icerisinde uygun dillisyonu oraninda hazirlandi.
Membran birincil antikor solisyonu ile gece boyu inkibe edildi.

% Ertesi giin membran 3 kez 10’ar dakika TBS-T tamponu ile yikandi. Sekonder

antikor TBS-T tamponu icerisinde uygun dillisyon oraninda hazirlandi. Membran

sekonder antikor solusyonu ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.

X/

< Inkiibasyon sonrasinda membran, 3 kez 10’ar dakika TBS-T tamponu ile yikandh.
¢ Protein bantlarmin goriinur hale getirilmesi amaciyla X-ray film kullanildi. X-ray
film goriintiisiiniin alinabilmesi igin membranBiorad ECL soliisyonlar1 ile ile

muamele edildi.

3.4.1. Her Bir Hiicre Hattina Biyotinilasyon Reaksiyonu Kurulmasi ve

Sekretomlarinin Toplanmasi

%70-80 hiicre yogunluguna sahip trasnfekte edilmis hiicreler ile transfekte edilmemis
kontrol hiicrelerine daha 6nce bahsedilen kosullarda biyotinilasyon reaksiyonu kuruldu.
Reaksiyon siiresi sonunda sekretom steril falkon igerisine toplandi. Kalkan hiicreleri ve
hiicresel atiklar1 uzaklastirmak amaciyla 1500 rpm 10 dakika 4°C’de santrifiigasyon
yapildi.
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Besiyeri konsantre etmek ve igerisinde bulunan fenol kirmizisini uzaklastirmak amaciyla
Stirred Cell Sistemi (Millipore, CA, USA) kullanildi. Stirred cell sistemi yiksek hacimdeki
ornekleri yiiksek akis hizinin kullanildig1 ve yiksek geri kazanima izin veren farkli por
capina sahip membranlarin kullanilabildigi bir sistemdir. Bu sistem 6rnekleri konsantre
etme, tampon degistirme ve tuzdan uzaklastirma amaciyla kullanilabilmektedir. Herbir
hiicre hattina ait sekretom ornekleri ayri ayri5 kDa’lik membran kullanildig: stirred cell
sistemi ile konsantreedildi ve 20mM sodyum fosfat tamponu ile tampon degisikligi yapildi.
Biyotinilasyon reaksiyonu kurulmasi ve sekretom hazirlama prosediirlerinin sematik

gosterimi Sekil 3.6.’da verilmistir.
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Sekil 3. 6. Biyotinilasyon reaksiyonu kurulmasi ve sekretom hazirlama prosediirlerinin
sematik gosterimi.

3.4.2. Biyotinile Proteinlerin Manyetik Boncuklar Aracihigiyla Zenginlestirilmesi ve

Dogrulanmasi

Sekretom Orneklerinden streptavidin kapli manyetik boncuklar aracilifiyla biyotinile
proteinlerin saflastirilmasi islemi Kelvin F. Choa ve arkadaglarmin (2020) bildirdigi
sekilde gergeklestirildi. Salgi proteinlerinin  zenginlestirilmesi ve dogrulanmasi
prosediirlerinin sematik gosterimi Sekil 3.7.°de verilmistir. Uygulanan adimlar asagida

verilmistir.
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Metal Boncuklar SDS-PAGE Western Blotting

Sekil 3. 7. Salgi proteinlerinin zenginlestirilmesi ve dogrulanmasi
prosediirlerinin sematik gosterimi.

Manyetik Boncuklar Aracilig1 Ile Zenginlestirme Protokolii;

s Calisma ve negatif kontrol grubundan elde edilen protein Oziitlerinden esit
konsantrasyondave dengeli hacimde alinarak, Oncesinde 2 defa 10’ar dakika
sodyum fosfat tamponu ile yikanan streptavidin kapliboncuklarla 4°C’de gece boyu
inkiibasyona birakildu.

¢+ Ardindan boncuklar iki kez sodyum fosfat tamponu, bir kez 1M KCI, bir kez 0.1M
NA2CO3, bir kez igerisinde 2M ure bulunan 10mM Tris-HCI ve iki defa sodyum
fosfat tamponu ile yikandi.

% Uzerine 100 ul elisyon tamponu (30mMbiotin, %2 SDS, 300mM NaCl, 25mM
Tris-HCI) eklenen boncuklar 95°C sicaklikta 5 dakika inklbe edildi ve biyotinile
proteinlerin bulundugu eliisyon fraksiyonu temiz bir ependorfa alindi.

Biyotinile proteinleri zenginlestirebildigimi gérmek amaciyla negatif kontrol ve calisma
grubunun fraksiyonlarindan esit hacimde Ornekler alinarakuygun goérulenmiktar ve
siralamaile %12°lik SDS-Page jellerde yaritildi. Ve daha sonra 1:3000 oraninda
Streptavidin ~ HRP  Antibody’si  kullanilarak ~ Western  Blot  analizi  yapildi.

Zenginlestirilmenin basariyla gerceklestirildigi goriildii.
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3.5. nLC-Ms/Ms Analizi igin Proteinlerin Triptik Kesimi

Calisma ve Negatif Kontrol grubuna ait biyotinile protein fraksiyonlarindan esit hacim
alinarak, Thermo 89895 numarali In-Solution Tryptic Digestion and Guanidination
Kit’ine”ait protokoliine uygun olarakLC-MS/MS analizi i¢in triptik kesime tabi

tutulmustur. Kisaca asagidaki basamaklar takip edilmistir.

Jel-ici Triptik Kesim Protokol;

¢ Protein 6rnegi, 100 mM DTT ve ultra saf su ile 27 pl’ye tamamlanarak 95°C’de 5
dakika inktbe edildi.

¢ Ardindan, son konsantrasyon 10mM olacak sekilde alkilasyon ajani olarak TAA
eklendi ve 20 dakika karanlikta ve oda 1sisinda inkiibasyona birakild.

s Alkilasyon asamasindan sonra enzimatik parcalamaya gecildi. Bu amag
dogrultusunda 6rneklerin iizerine 100ng/pl tripsin eklendi ve 30°C’de gece boyu
inkiibasyona birakildu.

« Enzimatik parcalamadan sonra vortekslenen drnekler SpeedVac (Eppendorf, ABD)
ile buharlagtirilarak peptitler konsantre edildi.

% Peptitler, NLC-MS/MS analizi yapilmak tizere %0,1 formik asit igerisinde ¢oziildii

ve -80C’de saklanda.

3.5.1. nLC-Ms/Ms Analizi

Peptitler, Q-Exactive kiitle spektrometresine (Thermo Scientific, ABD) bagli Ultimate
3000 RSLC nano sistemi (Dionex, Thermo Scientific, CA, ABD) kullanilarak nLCMS/MS
sistemi ile analiz edildi. nLC-Ms/Ms cihaz sistemine ait gorsel Sekil 3.8.’de verilmistir.
Tiim sistem Xcalibur 4.0 yazilimi (Thermo Fisher Scientific, CA, ABD) aracilifiyla
kontrol edildi. A (%0,1 FA) ve B (%80 Asetonitril + 30 %0,1 Formik Asit) mobil fazlar
kullanilarak yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ayrimi yapildi. Kesilmis
peptitler, bir tuzak (trap) kolonu Uzerinden gegirilerek konsantre edildi ve tuzlardan
arindirildi. Daha sonra peptidler Acclaim PepMap RSLC C18 analitik kolonuna (75 um x
15 cm x 2 um, 100 A cap, Thermo Scientific, CA, ABD) aktarilarak kromatografik ayrilma

islemine tabi tutuldu.
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Sekil 3. 8. nLC-Ms/Ms cihaz sistemi.

Bu siiregte asagida 6zetlenen ayirma gradyani kullanildi. On dakika icin %6 B, 60 dakika
icin %6-10 B, 150 dakika icin %10-30 B, 40 dakika icin %30-50 B, 20 dakika i¢in %50-
90, 10 dakika igin %90, 10 dakika i¢in %90-6 B ve 5 dakika i¢in %6 B olacak sekilde 300
dakikalik toplam calisma siiresinde 300 nL/dakika akis hiziyla analizler gerceklestirildi.

Tam tarama MS1 spektrumlar1 asagidaki parametrelerle elde edildi: ¢oziiniirliik 70.000,
tarama araligi 400- 2000 m/z, hedef otomatik kazan¢ kontroli (AGC) 3xE6, maksimum
enjeksiyon siiresi 60 ms, piiskiirtme voltaji 2.3 kV. MS/MS analizi, ilk on 6ncii iyonun

secilmesiyle veriye bagli edinim yoluyla gerceklestirilmistir.

Asagidaki parametrelerle carpisma kaynakli ayrismadan (yiiksek enerjili carpigmali
ayrigsma,higher-energycollisionaldissociation(HCD)) olusan MS2 analizi; ¢oziiniirlik
17.500, AGC 1E6; maksimum enjeksiyon siuresi 100 ms, izolasyon penceresi 2.0 m/z
normallestirildi ve ¢arpisma enerjisi (NCE) 27 olacak sekilde gergeklestirildi. Cihaz, her
analizden 6nce standart bir pozitif kalibrator ile (LTQ Velos ESI Positive lon Calibration
Solution, Pierce, ABD) kalibre edildi.
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3.5.2. nLC-MS/MS Veri Analizi ve Bioinformatik Analizler

Ham verilerin analizi ve protein tanimlamasi i¢in Proteom Discoverer 2.5 yazilimi
(Thermo Scientific, ABD) kullanildi ve analizler sirasinda asagidaki parametreler
uygulandi; Peptit kiitle tolerans1 10 ppm, MS/MS Kkiitle toleransi 0.2 Da, kiitle dogrulugu 2
ppm, minimum peptit uzunlugu 6 amino asit, sabit degisiklikler sistein
karbamidometilasyonu, kararsiz degisiklikler metionin oksidasyonu ve asparajin
deaminasyonu. Her protein i¢in tanimlanan minimum &6zglin peptit sayisi 1 olarak alindi ve
elde edilen veriler Uniprot veri tabanindan elde edilen veri bankalarinda tarandi. nLC-
MS/MS veri analizi ile tanimlanan proteinlerden ifade diizeyi anlamli sekilde degisenler,
molekiiler rollerine, gorev aldiklar1 biyolojik siireglere, ait olduklar1 protein siniflarina ve
islev gordiikleri yolaklara goére simiflandirmada “PANTHER analizi” kullanildi.
(http://pantherdb.org).Her bir smiflandirma igin ayr1 ayr1 degerlendirmeler yapildi ve

etkilenen metabolik olaylar ve sistemler belirlendi. Ayrica, tanimlana proteinlerin birbirleri
ile olan etkilesiminin (protein-protein) belirlenmesi i¢in ise “STRING” analizi

kullanild1. (https://string-db.org).Elde edilen veriler western blotlama yontemi ile

dogrulandu.
3.6. nLC-MS/MS Analizi Sonucunda Belirlenen Proteinin Verifikasyonu
3.6.1. Hiuicre Oziitlerinde Troponin Ekspresyonlarimin WB Analizi ile Verifikasyonu

Hicre o6zutlerindeki troponin  seviyelerini  tespit etmek icin yeterli protein
konsantrasyonunu belirlemek amaciyla 6rnekler Sug, 20ug ve 40 ug olmak iizere %12’lik
SDS jele yuklendi. 1:1000 diliisyon oraninda Kardiyak Troponin I Antikoru kullanilarak
western blot analizi yapildi. Yapilan WB analizi sonucunda 20 ug protein Orneginin

troponin seviyelerini saptamak i¢in yeterli oldugu tespit edildi.

Yeterli protein konsantrasyonu belirlendikten sonra 3 tekrarli olacak sekilde tiim hiicre
hatlarina ait protein 6ziitii 6rneklerinde troponin seviyeleri western blot analizleri ile tespit
edildi. Farkli hiicre tipine ait hiicre oOziitlerindeki troponin seviyelerini karsilastirmak

amaciyla bar grafigi ¢ikartildi.
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3.6.2. Sekretom Orneklerinde Troponin Ekspresyonlarmmn WB Analizi Ile

Verifikasyonu

Hucre sekretomlarindaki diliisyon goz oniinde bulundurularak 60’ar ug ornek, %12’lik
SDS-jele yuklendi. 1:1000 diliisyon oraninda Kardiyak Troponin I Antikoru kullanilarak 3
tekrarli olacak sekilde western blot analizi yapildi. Farkli hiicre tipine ait sekretomlardaki

troponin seviyelerini karsilagtirmak amaciyla bar grafigi ¢ikartildi.
3.6.3. Doku Orneklerinde Troponin Ekspresyonlarinin WB Analizi Ile Verifikasyonu

Farkli tip meme kanseri doku 6rnekleri (TNBC, Luminal A, Luminal B Her2-, Luminal B
Her2+, Her2 Over Ekspresyon) ve her tipe ait saglikli doku ornekleri 60’ar ug olacak
sekilde %12’lik SDS jellere yiiklendi. 1:1000 diliisyon oraninda Kardiyak Troponin I
Antikoru kullanilarak 3 tekrarli olacak sekilde western blot analizi yapildi. Farkli tip meme
kanseri doku Orneklerindekive her tipe ait saglikli doku orneklerindeki troponin

seviyelerini karsilastirmak amaciyla bar grafigi ¢ikartildu.
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4. BULGULAR

4.1. pDisplay KDEL_ER_TurboIDPlazmitininAmplifiye Edilmek Uzere, E.Coli’ye
ait XL1Blue Susuna Elektroporasyon Yolu ile Transforme Edilmesi ve Plazmid

zolasyonunun Gergeklestirilmesi

Plazmitin elektrokompotent haldeki XL1Blue bakterilerine aktarimi elektroporasyon
yoluyla gergeklestirildi. Transformatlar 1:1000 oraninda ampisilin iceren LB Broth agar
besiyerine yayma ekim yontemiyle ekildi. Gece boyu inkiibasyon sonrasinda Sekil 4.1.’de

goriildiigii iizere tek diisen bir koloni secildi.

Sekil 4. 1. Transformasyon
sonrasi tek diisen koloni se¢imi.

Secilen koloni, 1:1000 oraninda Ampisilin ile hazirlanmis 2ml LB Broth sivi besiyeri
icerisinde 6n kiiltiire alindi. Gece boyu 37C°’de galkalayici etiivde inkiibe edildi. Ertesi
gin oOn kdlturden alinan 1mL bakteri-besiyeri karigimi, 100mL’lik 1:1000 oraninda
Ampisilin ile hazirlanmisLB Broth s1vi besiyerine ekildi ve gece boyu 37C°’de galkalayici
etlivde giin boyu inkibe edildi. Ardindan bakteri-besiyeri karisim1 4500 rpm 15 dakika oda
sicakliginda santrifiijlendi ve besiyeri uzaklastirildi. Elde edilen bakteri pelletleri ile
EndoFree Plasmid Maxi Kiti (Lot:151036440) kullanilarak belirtilen protokole uygun
olacak sekilde plazmit izolasyonu gergeklestirildi. Elde edilen plazmitlerin konsantrasyonu

ve saflig1 nanorop cihaz ile 6l¢iildii. Olgiim sonuglar1 Tablo 4.1.” de verilmistir.
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Tablo 4. 1. Maxiprepile elde edilen plazmitlerin saflik ve konsantrasyonunun 6l¢timil.

Nanodrop 6l¢iim sonuglari- K1

260/280 1,88
260/230 2,34
ng/ulL 1300

4.2. MCF-10A, MCF-7 ve MDA MB 231 Hucrelerinin Kultire Edilmesi ve Uygun

Secilim Dozunun Belirlenmesi

MCF-7 ve MDA MB 231 hicreleri; kontaminasyonu 6nlemek amaciyla antibiyotik olarak,
%1 Penisilin/Streptomisin karisimi ve zengin bir protein ¢ozeltisi olarak,%10 Fetal Bovin
Serum (FBS) iceren DMEM (Dulbecco*s Modified Eagle Medium) besiyeri igerisinde%5
CO2 ve 37°C kosullarinda kiiltiire edildi. MCF-10A hcreleri ise; MEGM besiyeri
icerisinde, %10 FBS (Fetal Bovin Serum), %1 Penisilin/Streptomisin varliginda %5 CO>
ve 37°C kosullarinda kiiltiire edildi. Hiicreler uygun yogunluga ulastiginda tripsinize
edilerek petri yiizeyinden kaldirildi. Huicreler Thoma lami1 kullanilarak sayildi ve kuyucuk
bagma yaklagik 30.000 hiicre olacak sekilde 24 kuyucuklu petri kaplarina ekildi.
Hiicrelerin petri kaplarina yapigsmas: i¢in 1 giin beklendi. Ertesi giin belirli doz
araliklarinda antibiyotik uygulamasi yapildi. Herbir hiicre hattina &6zgii, tum hicre
Oliimiiniin gerceklestigi antibiyotik dozu belirlendi. Ardindan her kuyudaki hiicreler ayri
ayr1 olacak sekilde tripsinize edilerek kaldirildi ve Thoma lami kullanilarak sayildi. Hicre
sayilar1 ve uygulanan antibiyotik dozlari baz alinarak, doza bagl hiicre 6lim grafikleri
cikartildi. Herbir hiicre hattina ait doz-6lim grafikleri Sekil 4.2.’de verilmistir. Hiicrelerin
6ldiigii dozun yarisi segilim dozu olarak hesaplanmistir. MCF-10A igin segilim dozu 150
ug/uL, MCF-7 igin secilim dozu 800 ug/uL, MDA MB 231 igin secilim dozu 700 ug/uL

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4. 2.Her bir hiicre hattina ait doza bagli hiicre 6liim grafikleri.

4.3. pDisplay KDEL_ER_TurbolDPlazmitinin MCF-10A, MCF-7 ve MDA MB 231

Hucrelerine Neon-Transfeksiyon Yontemiyle Aktarilmasi ve Secilimin Saglanmasi

Hiicrelerin yogunlugu % 70-80 ulastiginda, MCF-10A, MDA MB 231, MCF-7 hiicre
hatlarina pDisplay KDEL ER TurbolD plazmitinin aktarimi, Neon-Transfeksiyon sistemi
protokoliine uygun olarak gergeklestirildi. Transfeksiyon drinleri, igine coverslip
yerlestirilmis, antibiyotiksiz biiylime besiyeri igeren petrilere ekildi. Ertesi gun, plazmiti
icine alan hicrelerin seleksiyonu igin besiyerlerine belirlenen dozlarda Geneticin (G418)
antibiyotigi eklendi. Hucrelerin biiyiimesi ve segilimin saglanmasi igin 37°C’deki

nemlendirilmis %5 CO2’li etlivde 4-6 hafta boyunca inkubasyon gergeklestirildi.
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4.4. Transfeksiyonun Western Blot(WB) Analizleri ve Immunfloresan Boyamalarla

Verifikasyonu

Hiicrelerde biyotinilasyonun gergeklestigini, TurboID iiretimini ve lokalizasyonunu
gérmek amaciylalmmunfloresan boyama (IF) deneyleri yapildi. Bu ama¢ dogrultusunda,
pDisplay KDEL ER TurbolD plazmiti transfekte edilmis hiicreler ve transfeksiyona tabi
tutulmamis normal hiicreler kullanildi. Coverslip yiizeyine yapismis hiicrelere
biyotinilasyon reaksiyonu kuruldu. Reaksiyon sonrasinda yapilan Immunfloresan

boyamaya ait gorunttler Sekil 4.3.’de verilmistir.

DAPI boyamas ile hiicrelerin ¢ekirdekleri belirgin hale getirildi. IF analizinde 1:1000
oraninda FITC antikoru kullanilarak TurbolD’nin ER’daki lokalizasyonu belirlendi.
1:1000 oraninda Neutravidin Texas Red antikoru kullanilarak hiicre i¢indeki biyotinilasyon
gorintilendi. Sekil 4.4.1.°de goriildigi tizere, MDA MB 231 ve MCF-7 hicrelerinde
basaril1 bir sekilde, Neutravidin Texas Red kullanilarak biyotinilasyon, FITC kullanilarak
TurbolID Uretimi ve ER ¢evresinde halka profili gortntulendi. MCF-10A hucrelerinde ise

bu basar1 oran1 digerlerine kiyasla daha diisiik olarak goriildii.

IF deneyleri ile elde edilen sonuglari desteklemek igin WB analizleri yapildi. Segilim
sonrasinda plazmiti igine alan hiicrelerde TurbolD ftiretimini ve biyotinlenen proteinlerin
profilini gérmek amaciyla BirA antikoru ve Streptavidin-HRP kullanilarak WB analizleri

yapildi. WB analizi sonuglar1 Sekil 4.4.”de verilmistir.
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MCF-7 MDA MB 231

MCF-10A

Sekil 4. 3.MCF-10A, MCF-7, MDA MB 231  hiicre hatlarina  ait
pDisplay KDEL_ER_TurbolD plazmitini iceren ve icermeyen hicrelerde IF analizi ile
biyotinilasyonun, TurbolD Uretimi ve lokalizasyonunun gésterilmesi.

54



Sekil 4. 4. Transfeksiyonun dogrulanmasi amaciyla 1:1000 diliisyon orani ile hazirlanmig
BirA antikoru ve 1:3000 diliisyon oraniyla hazirlanmig Streptavidin-HRP kullanilarak
yapilan WB analizlerinin sonuclar1. Sekil A. BirA Antikoru uygulamasina ait goriintiileri,
Sekil B. Streptavidin-HRP uygulamasina ait goriintiileri ifade etmektedir. 1) MCF-10A
hiicrelerine ait, 2) MCF-7 hicrelerine, 3)MDA MB 231hiicrelerine ait WB gdruntileridir.
Yiikleme sirasi tiim jellerde ayn1 olmak iizere;1)Onceden boyali marker, 2)Negatif Kontrol
(Antibody’nin test edilmesi i¢in,20ug), 3) Pozitif Kontrol (Antibody’nin test edilmesi igin,
20pg), 4) pDisplay KDEL ER TurboID aktarilmis MCF-10A hicre 06zitd, 20ug)
seklindedir.
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4.5. Biyotinilasyon Reaksiyonlarinin Kurulmasi, Sekretom Toplanmasi1 ve Salgi

Proteinlerinin Zenginlestirilmesi

Transfeksiyon isemi IF deneyleri ve WB analizleri ile dogrulandiktan sonra sekretom
toplama deneyleri yapildi. Bu ama¢ dogrultusunda, her bir hiicre hatt1 igin T175’lik
flasklarda yer alan yaklasik %70-80 yogunluga ulasmis, plazmid iceren ve icermeyen
normal hiicreler iizerine biyotinilasyon reaksiyonlart kuruldu. Reaksiyon siiresi bitiminde
sekretom Ornekleri toplandi, tampon degisimine tabi tutuldu ve konsantre edildi. Ardindan
manyetik boncuklar kullanilarak zenginlestirildi. Zenginlestirme isleminin verimini
gormek amaciyla Streptavidin-HRP kullanilarak WB analizi yapildi. Bu deney sonucunda
elde edilen, sekretomdan zenginlestirilmis biyotinile proteinlerinlere ait genel protein

profili gortntdleri figiir 5°de verilmistir.

Sekil 4.5.’deki B ve C boéltimlerinde goriildigi tizere MCF-7 ve MDA MB 231 hiicre
sekretomlarindan nLC-MS/MS analizi igin yeterli miktarda biyotinile salgi proteini elde
edilmistir. Sekil 4.5. A’da goriildiigii tizere MCF-10A hiicre sekretomlarindan az miktarda
biyotinile protein zenginlestirilebilmistir. Bu protein miktarmin nLC-MS/MS analizi i¢in
yeterli olmamasi sebebiyle MCF-10A hicre hatti ¢alisma grubundan ¢ikartilmistir.
Calismaya non-invaziv oOzellikteki MCF- 7 hiicre hatt1 ile invaziv 6zellikteki MDA MB
231 hiicre hatlarinin karsilastirmali sekretom analizini yapma karar1 alinarak devam

edilmistir.
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Sekil 4. 5. Manyetik boncuklar ile zenginlestirilen salgi proteinlerine ait 1:3000 diliisyon
orani ile Streptavidin-HRP kullanilarak yapilan WB goriintiileri. Sekil A. MCF-10A hticre
sekretomlarma ait, Sekil B. MCF-7 hiicre sekretomlarina ait ve Sekil C. MDA MB 231
hiicre sekretomlarina ait gortintiileri icermektedir. Tim jellerin yiikleme siralar1 ayni olmak
iizere 1) Onceden boyali marker, 2) Plazmid icermeyen hiicre sekretomlarma ait
boncuklara baglanmayan fraksiyon, 3)Plazmid icermeyen hiicre sekretomlarina ait yikama
fraksiyonu (15ul), 4)Plazmid icermeyen hiicre sekretomlarina ait eliisyon fraksiyonu
(15ul), 5)Plazmid icermeyen hiicre sekretomlarina ait boncuklarda kalanlar (15ul), 6)
Plazmid aktarimi yapilmis hiicre sekretomlarina ait baglanmayan fraksiyon (15ul), 7)
Plazmid aktarimi yapilmis hiicre sekretomlarina ait yikama fraksiyonu (15ul), 8)Plazmid
aktarimi yapilmis hiicre sekretomlarina ait eliisyon fraksiyonu (15ul), 9) Plazmid aktarimi
yapilmis hiicre sekretomlarina aitboncuklarda kalanlar (15ul), 10)Pozitif kontrol (20ug)
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4.6. nLC-MS/MS Veri Analizi ve Bioinformatik Analizler

Zenginlestirilen salgi proteinleri, NLC-MS/MS analizi ile tanimlanmak iizeretriptik kesime
tabi tutuldu. Protein konsantrasyonunun diisiikk olmasi sebebi ile sollisyon igi triptik kesim
tercih edildi. Triptik kesim dncesindekonsantrasyon él¢climd, proteinlerin iginde bulundugu
elisyon bufferindaki SDS varligi sebebiyle bradford analiziile yapilamadi. Protein
konsantrasyonu ¢ok diisiik oldugu i¢in daha fazla protein kaybina sebep olmamak adina
herhangi Dbir tampon degisimi girisimde bulunulmadi. Sonu¢ olarak, protein
konsantrasyonu Ol¢iimi, nanodrop cihazi kullanilarak A280 6l¢imi ile yapildi. Blank
olarak ellisyon tamponu kullanildi ve bu sonucglara goére kesim 0Oncesi protein
konsatrasyonlar1 esitlendi. A280 6l¢iimii sonuglar1 Tablo 4.2.’de verilmistir. Hazirlanan
peptit ornekleri, nLC-MS/MS analizine tabi tutulduktan sonra, Proteom Discoverer 2.5
yazilimi1 programi ve sekretom veri bankalar1 kullanilarak tanimlamalar gerceklestirildi.
Yapilan veri analizleri sonucunda tanimlanan proteinler, islevleri ve gen numaralariyla
birlikte Tablo 4.3.’de verilmistir. Analiz sonuglarina gore invaziv 6zellikteki MDA MB
231 hucrelerinde non-invaziv 6zellikteki MCF-7 hucrelerine kiyasla yukari regiile olan 5
adet protein tanimlandi. Yukari regiile olan proteinlere ait yapilan STRING analizleri Sekil
4.6.’da ve PANTHER analizleri Sekil 4.7.’de verilmistir.

Tablo 4. 2. nLC-MS/MS analizini 6ncesinde protein konsantrasyonu belirlemek icin
yapilan A280 6l¢iimii sonuglari.

A280 OLCUMU

Negatif Kontrol MCF-7 0,06 mg/mL (75uL)
Transfekte Edilmis MCF-7 0,08 mg/mL (75uL)
Negatif Kontrol MDA MB 231 0,24 mg/mL (20uL)
Transfekte Edilmis MDA MB 231 0,25 mg/mL (20uL)
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Tablo 4. 3. nLC-MS/MS analizisonucunda tanimlanan proteinlere ait gen numarasi ve

islev bilgisi.

Gen Numarasi

Protein Ismi

Protein Islevi

GN=BRCA1 Breast cancer type 1 |Hicre dongusi, DNA tamiri, Lipid
susceptibility protein | biyosentezi,ubi baglantili yolaklar,
(Fragment) transkripsiyonun diizenlenmesi
GN=PNPLAG6 Patatin-like  phospholipase | Lipid metabolizmasi ve degrasyonu
domain-containing protein 6
GN=MARCHF7 [ E3 ubiquitin-protein ligase Ubi baglantili yolaklar
GN=IFRD2 Interferon-related Iskelet kas1 hiicre farklilasmasi
developmental regulator 2
GN=ATF7 Cyclic AMP-dependent | Konak-viriis baglantilari,
transcription factor Transkripsiyonun diizenlenmesi
GN=TNNI3 Cardiac troponin | aktin baglama, kalp kasi kasilmasi,
ATP'ye baglh aktivitenin negatif
regulasyonu
GN=FBXL15 F-box/LRR-repeat protein 15 | Ubi baglantili yolaklar

(Fragment)

GN=CDC42EP3

Cdc42 effector
(Fragment)

protein 3

Hiicre sekillenmesi

Centrosomal protein of 41

Protein taginmasi,Kalsiyum

GN=CEP41 kDa (Fragment) biyosentezi ve talinmasi
C2 calcium-dependent
GN=C2CD6 domain-containing protein 6 | Silyumdaki ttbdlin glutamilasyonu
SOS1'in guanin degisim aktivitesini
Epidermal growth factor | uyarir. Aktin hiicre iskeletinin
receptor kinase substrate 8- |zarmin kivrilmasinda ve yeniden
GN=EPS8L2 like protein 2 (Fragment) sekillenmesinde rol oynayabilir

59




v
 GO-term
G0:0000729
G0:0006302
G0:0000077
G0:0044818

G0:0031572

G0:0032780
G0:0006303

Biological Process (Gene Ontology)
description

Regulation of signal transduction by p53 class mediator

DNA double-strand break processing

Double-strand break repair

DNA damage checkpoint

Mitotic g2/m transition checkpoint

DNA repair

G2 DNA damage checkpoint

DNA replication

Regulation of cell cycle g2/m phase transition

Cell cycle process

Mitotic cell cycle checkpoint
Negative regulation of atpase activity

Double-strand break repair via nonhomologous end joining

count in network

8of 182
50f23
7 of 204
6 of 140
40f30
8of 522
40f 32
6 of 205
60of 215
90f 976
50of 156
30f18
40f 74

- m—a

s!}engib A false disca very rafe

1.61
2.31
1.5
1.6
2.09
1.15
2.07
1.44
141
0.93
1.48
219
1.7

1.59e-07
5.27e-07
6.68e-06
2.46e-05
8.71e-05
8.71e-05
9.03e-05
9.03e-05
0.00011
0.00036
0.00062
0.0011
0.0011

Sekil 4. 6. nLC-MS/MS analizi sonucunda tanimlanan proteinlere ait STRING analizi.
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PANTHER GO-Slim Biological Process PANTHER GO-Slim Biological Process
Total # Genes: 125 Total # process hits: 411 Level 1: signaling (G0:0023052)
Level 2: signal transduction (G0:0007165)
Total # Genes: 61 Total # process hits: 97

G protein-coupled receptor signaling_pathway (G0:0007186)
een organisms M apoptotic signaling_pathway (GD:0097190) @
B cell surface receptor signaling_pathway (GO:0007166) &

(=]

endoplasmic reticulum unfolded protein response (GO:0030968)
M intracellular signal transduction (G0:0035556) o

B signaling (G0:0023052) &

Sekil 4. 7. nLC-MS/MS analizi sonucunda tanimlanan proteinlere ait PANTHER analizi.

LC-Ms/Ms analizi sonuglariyla kullanilarak yapilan biyoinformatik analizler neticesinde
kardiyak troponin I'nin dogrudan kanserle bir iligkisi goriilememesine ragmen ayrintili
yapilan literatiir taramasinda kanser ile iliskisinin yeni arastiriliyor oldugu goriildii. TNNI3
tarafindan kodlanan kardiyak troponin I (cTnl), kalp kasinda eksprese edilen troponin
kompleksinin inhibe edici bir alt birimidir ve kalp kasilmasinin diizenlenmesinde merkezi
rolii bulunmaktadir (Tsuruda ve ark., 2022). Literatiirdeki bir ¢alismada, kiiglik hiicreli dis
akciger kanseri (KHDAK) dokularinda, insan adenokarsinoma hiicrelerinde SPCA-1
(akciger) ve BGC 823'te (mide) cTnl ekspresyonu, immunohistokimya c¢alismalari, western
blot analizleri ve ger¢ek zamanli PCR analizleri ile incelenmis ve troponin ekspresyonunda
anlamli degisiklikler saptanmistir (Chen ve ark., 2014). Literatiirdeki bazi ¢alismalarda
kardiyak troponin I’min, kii¢lik hiicreli olmayan akciger kanseri dokularinda ve insan
karsinom hiicrelerinde anormal ekspresyonu bildirilmis olmasima ragmen, kanserlerdeki

rolleri hala biiytk 6lctide bilinmemektedir (Cong ve ark., 2022).
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Literatirde meme kanserinde troponin proteinin ekpresyonunu arastirmaya yonelik bir
calisma bulunmadigi goriilmiis ve meme kanseri dokularinda, meme kanseri hiicre
hatlarinda ve sekretomlarinda Kardiyak troponin | proteinin eksresyon seviyelerinin

incelenmesine karar verilmistir.

4.7. Hiicre Oziitlerinde Troponin Ekspresyonlarinin WB Analizi ile Verifikasyonu

MCF-10A, MCF-7, MDA MB 231 hiicre hatlarinda Kardiyak troponin | proteinin
eksresyon seviyelerini kiyaslamak amaciyla her bir hiicre hattina ait hiicre oziitleri
kullanilarak WB analizleri yapildi. Bu amag dogrultusunda ilk olarak, troponin seviyelerini
saptamak icin yeterli konsantrasyonu belirlemek amaciyla tim 6rnekler 5 ug, 20 ug ve 40
ug olmak iizere %12’lik SDS jele yiiklendi. 1:2000 oraninda Aktin, 1:1000 oraninda
Kardiyak Troponin-1 ve 1:10000 oraninda Anti-mouse antikorlar1 kullanilarak WB
analizleri yapildi. Yeterli 6rnek konsantrasyonunu belirlemek iizere yapilan analize ait
WB gorintisu, Sekil 4.8.de verilmistir. Yapilan WB analizi sonucunda 20 ug protein
Orneginin troponin seviyelerini saptamak igin yeterli oldugu tespit edildi. Her bir hicre
tipine ait hiicre 6ziitlerindeki troponin seviyelerini karsilastirmak amaciyla, 20 ug protein

kullanilarak deney 3 tekrarli olarak yapildi, Sekil 4.9.’da verilmistir.

25kDa
Troponin

Sekil 4. 8. Hiicre dzitlerinde troponin seviyesini saptamak icin
yeterli 6rnek konsantrasyonunu belirlemek {izere yapilan WB
analizi goruntist. 1) Marker, 2) MCF-10A hicre 6zutl 5 ug,
3 )MCEF-7 hiicre 6zutl 5 ug, 4) MDA MB 231 hiicre 6zutl 5 ug,
5) MCF-10A hiicre 6z0tu 20 ug, 6) MCF-7 hicre 6zitt 20 ug, 7)
MDA MB 231 hiicre 6zltll 20 ug, 8) MCF-10A hiicre 6ziti 40
ug, 9) MCF-7 hticre 6zutl 40 ug, 10) MDA MB 231 hiicre 6zit
40 ug.
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Sekil 4. 9. A. Her bir hiicre hattina ait hiicre 0zutlerindeki troponin seviyesi ve aktin
normalizasyonuna ait WB goriintiisii. Ustteki goriintiide aktin bantlari, alttaki goriintiide
troponin bantlar1 yer almaktadir. B. Bu WB goriintiileri kullanilarak olusturulmus bar
grafigi bulunmaktadir. 1)Marker, 2) MCF-10A hiicre 6zitu 20 ug, 3) MCF-7 hiicre 6zutu
20 ug, 4) MDA MB 231 hiicre 6zutt 20 ug, 5) MCF-10A hicre 6ziti 20 ug, 6) MCF-7
hiicre 6zutt 20 ug, 7) MDA MB 231 hicre 6zt 20 ug, 8) MCF-10A hiicre 6zutl 20 ug,
9) MCF-7 hcre 6ziti 20 ug, 10)0MDA MB 231 hiicre 6zitu 20 ug.

nLC-Ms/Ms analizi sonucunda, sekretom 6rneklerinde troponin proteinin MDA MB 231
hicrelerinde MCF-7 hiicreleri ile karsilastirildiginda yukari regiile oldugu gorilmiistii.
Yapilan WB analizi sonucunda 3 tekrardabenzer sekilde, MCF-7 hicre 6zitlindeki
troponin miktarinin metastatik olan MDA MB 231 hiicrelerindekinden daha yiiksek oldugu
gorildi. Bunun sebebinin Troponin proteininin metastaz ile iligkili olabilecegi ve
metastatik 6zellikteki MDA MB 231 hiicrelerinde sekrasyonunun artmasindan 6turi hicre
icerisindeki troponin seviyesinin daha az olabilecegine dair bir hipotez 6ne siirmemize
neden oldu. Bu hipotezimizin dogrulugunu degerlendirmek amaciyla sekretom

orneklerinde WB analizi ile troponin seviyelerine bakildi.

63



4.8. Sekretom Orneklerinde Troponin Ekspresyonlarmmn WB Analizi Tle

Verifikasyonu

Herbir hiicre hattina ait sekretom ornekleri 60’sar ug olacak sekilde %12’lik SDS jellere
yiiklendi. 1:1000 oraninda Kardiyak Troponin-I kullanilarak WB analizleri gergeklestirildi.
Jeldeki yiiklemeyi gérmek amaciyla Ponceus Boyamasi yapildi. Sekretom orneklerindeki

troponin seviyelerini gosteren WB gorintlsu Sekil 4.10°da verilmistir.

12 m S. Troponin /Aktin

1
A. 1 23 & 5 .6 = 8 9 10 B. 0.8
::.-——'-. —-.—-——— 0,6
= = 0,4
25k0s
Troponin 0’2
0 4 *
0,2 10a 7 231

0,4

Sekil 4. 10. A. Herbir hiicre hattina ait hiicre sekretomlarindaki troponin seviyesini
gosteren WB goriintiisii ve Ponceus boyamasina ait goriintii. B. Bu goriintiiler kullanlarak
olusturulmus bar grafigi. 1) Marker, 2) MCF-10A sekretom Ornegi 20 ug, 3)MCF-7
sekretom 6rnegi 20 ug, 4) MDA MB 231 sekretom 6rnegi 20 ug, 5) MCF-10A sekretom
ornegi 20 ug, 6) MCF-7 sekretom 6rnegi 20 ug, 7) MDA MB 231 sekretom 6rnegi 20 ug,
8) MCF-10A sekretom 6rnegi 200 ug, 9) MCF-7 sekretom 6rnegi 20 ug, 10) MDA MB
231 sekretom 6rnegi 20 ug.

Sekretom ornekleri ile yapilan WB analizi sonucunda 3 tekrarda uyumlu olarak, MDA MB
231 sekretom orneklerinde MCF-7 ve MCF-10A sekretomundan daha fazla miktarda
troponin gorildu. Troponin sekrasyonunun metastasla iliskili oldugu diistiniildii. Hicre
Ozltlerinde troponin seviyesi non- invaziv olan MCF-7 hicrelerinde invaziv olan MDA
MB 231 hiicrelerinden daha fazla gorilmistii. Bu sonu¢ dogrultusunda, MCF-7 hiicre
Ozutlindeki troponin miktarin metastatik olan MDA MB 231 hicrelerindekinden daha
yuksek olmasinin sebebini, metastatik hticrelerde troponin sekrasyonunun artmasi
neticesinde hicre igerisindeki troponin miktarinin aziliyor olabilecegi hipotezimiz ile

acgiklamak miimkiindiir.
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4.9. Doku Orneklerinde Troponin Ekspresyonlarimin WB Analizi ile Verifikasyonu

Hiicre oziitleri ve sekterom ornekleriyle yapilan WB analizleri sonuglarin1 desteklemek
tizere farkli tip meme kanserlerine ait doku drneklerinde troponin seviyeleri WB analizleri
yapilarak degerlendirildi. Her bir meme kanseri tipine ait drneklerdeki troponin seviyeleri
her grubun saglikli dokusundaki troponin seviyeleri ile karsilastirildi. Bu amag
dogrultusunda, 60 ug doku Orneginin troponin seviyesini saptamak ic¢in yeterli olup
olmadigin1 gérmek iizere yapilan 6n deneme ¢alismasina ait goriintii Sekil 4.11°de

verilmisgtir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

45kDa
Aktin

25kDa
Troponin

Sekil 4. 11. Her bir meme kanseri tipine ait dokulardaki troponin seviyeleri ile
her grubun saglikli dokusundaki troponin seviyelerinigosteren WB goriintiisii.
1)Pozitif Kontrol (Saf Troponin,150 ng), 2) TNBC tipi saglikli dokuya ait
protein Ornegi,3)TNBC tipi kanserli dokuya ait protein 6rnegi 4) LMNA tipi
saglikli dokuya ait protein 6rnegi 5) LMNA tipi kanserli dokuya ait protein
ornegi, 6)Pozitif Kontrol (Saf Troponin,150 ng), 7) LMNBHer2- tipi saglikli
dokuya ait protein 6rnegi, 8) LMNB Her2- tipi kanserli dokuya ait protein
ornegi, 9) LMNB Her2+tipi saglikli dokuya ait protein 6rnegi 10) LMNB
Her2+tipi kanserli dokuya ait protein ornegi, 11) LMNB Her2 OE (asir1
eksprese)tip saglikli dokuya ait protein 6rnegi 12) LMNB Her2 OE (asir1
eksprese) tip kanserli dokuya ait protein 6rnegi.




A

12 3 45617 8 9 10 25
45kDa d

Aktin

2
25kDa
Troponin
15
45kDa
Aktin 1
Troponin 0.5
11 12
45kDa |
o [E——— e
A A A A A
25kDa ‘@9‘} ,\‘@“ ‘\V“} \,.\\“ ,\‘} & -;-‘} & o‘»‘r ,»o"'
& W & §
ROMIES N

Sekil 4. 12. Her bir hiicre hattina ait hiicre sekretomlarindaki troponin seviyesini gosteren
WB goriintiisii ve Ponceus boyamasina ait goriintii. B. Bu goriintiiler kullanlarak
olusturulmus bar grafigi. 1)Marker, 2) MCF-10A sekretom ornegi 20 ug, 3) MCF-7
sekretom ornegi 20 ug, 4) MDA MB 231 sekretom 6rnegi 20 ug, 5) MCF-10A sekretom
ornegi 20 ug, 6) MCF-7 sekretom 6rnegi 20 ug, 7) MDA MB 231 sekretom 6rnegi 20 ug,
8) MCF-10A sekretom 6rnegi 200 ug, 9) MCF-7 sekretom 6rnegi 20 ug, 10) MDA MB
231 sekretom 6rnegi 20 ug.

Sekil 4.12.”de goriildigi tizere WB analizinin 3 tekrarinda 6n denemeyle uyumlu sonuclar
elde edildi. Her bir meme kanseri tipine ait doku ornekleri kendi grubunun saglikli
dokusuyla karsilastirildiginda, saglikli  dokularda troponin seviyelerinin  tiimorlii
dokulardan daha fazla oldugu goriildii. Bar grafigine bakildiginda benzer sekilde, MCF-7"1
temsil eden LMNA-T doku 6rneginde MDA MB 231’i temsil eden TNBC-T doku
orneginden daha yiiksek troponin seviyesi goriildii. Bu sonug, tumoérli dokularda troponin

sekrasyonunun artmasi neticesinde hiicre i¢indeki troponin seviyesinin azaliyor olabilecegi

hipotezimizi destekler niteliktedir.
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5. TARTISMA

Meme kanseri olusumu ve gelisiminde rol oynayan molekiiler mekanizmalarin
aydinlatilmas1 yeni tani ve tedavi olanaklariin gelistirilmesi i¢in olduk¢a dnemlidir. Bu
amaca yonelik yapilan biyobelirteg kesfi calismalari ile erken ve dogru taninin
koyulabilmesi, tedavi etkinliginin artmasi, hastaligin takibi ve olas1 tedavi ¢alismalar1 i¢in
hedef molekullerin belirlenmesi miimkiin kilinmaktadir. Giiniimiizde bu kanserin tan1 ve
tedavisinde blyume faktorleri inhibitorleri, belirlenmis sinyal yolaklarmi hedef alan
ajanlar, apoptozu uyaran matriks metalloproteinaz inhibitorleri gibi meme kanserinden
sorumlu genleri, invazyon ve metastazi hedefleyen yaklasimlar mevcuttur (Cetikkaya,
2020). Hucrelerin 06zellikleri ve dahil oldugu hiicresel mekanizmalar hakkinda bilgi
saglayabilme potansiyeli barindirmasi sebebiyle sekretom, kanser biyomekanizmalarinin
aydmnlatilmasi i¢in ¢aligilabilecek onemli bir alandir (Uhlén ve ark., 2019). Kanser
hicrelerinin normal hiicrelere kiyasla bulunduklari nisi degistirdikleri ve enzimler, biylime
faktorleri, hiicreler arasi matriks proteinleri gibi farkli molekiilleri hiicre disina
salgiladiklar1 bilinmektedir. Bu molekiiler immiin sistemden kagis, hipoksik ¢evrenin
olusturulmasi, matestaz ve invazyon gibi pek ¢ok farkli stiregte kritik roller iistlenmektedir
(Makridakis ve Vlahou, 2010). Bu nedenle kanser mekanizmalarinin aydinlatilmasi ve yeni
hedeflerin ortaya ¢ikarilabilmesi i¢in daha fazla sekretom inceleme calismalarina ihtiyag

vardir.

Ancak sekretom calismalarinda bazi zorluklarla karsilasilmaktadir. Olen hicrelerden
kaynaklanan sitoplazmik kirlilikler gibi etmenlerin varlifi biyobelirte¢ degeri tasiyan
diisik miktardaki proteinleri belirlenmesini engellemekte ve ya hatali proteinlerin bu
anlamda degerlendirilmesine yol agmaktadir (Mukherjee ve Mani, 2013). Tez ¢alismam
kapsaminda bu zorlugu agmak adina, salgi proteinlerini endoplazmik retikulum (ER)
icerisinde biyotin ile isaretlenmesi, ardindan hiicre medyasindan bu biyotinile salgi
proteinlerininin streptavidin kapli manyetik boncuklar kullanarak zenginlestirilmesi
hedeflendi. Daha sonra nLC-MS/MS analizleri ile tanimlama yaparak, sagliklt meme epital
hicresi ile non-invaziv meme kanseri ve invaziv meme kanseri arasindaki proteom
farkliliginin degerlendirilmesi planlandi. Fakat ¢alisma sirasinda, IF ve WB deneyleri
sonucunda,  saglikli meme epital hiicresine ait olan MCF-10A hiicre hattinda
pDisplay KDEL ER TurbolD plazmiti aktiriminin zayif oldugu goriildii. (Sekil 4.3. ve
Sekil 4.4.)
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Bu tez c¢alismasinda zenginlestirilen sekretom oOrnekleri kullanilarak saglikli meme
hicreleri ile kanserli meme hucrelerindeki salgi proteinlerinin nLC-MS/MS analizleri
yapilarak karsilastirmasi amaglandi. Fakat diistiktransfeksiyon verimine sahip MCF-10A
hlcrelerinden zenginlestirilen salgi proteini miktarr, nLC-MS/MS analizleri igin yeterli
miktarda olmadi. Bu durum neticesinde, tez biit¢esi ve zaman sinirlamasi sebebiyle, tez
calismasina non-invaziv 6zellikteki meme kanseri hiicre hatt1 MCF-7 ve invaziv 0zellikteki
MDA MB 231 meme kanseri hiicre hatlar1 arasinda karsilastirmali proteom analizleri
yapilmasina karar verilerek devam edildi. Yapilan nLC-MS/MS analizleri sonucunda
MCF-7 ve. MDA MB 231 hiicre hatlar1 arasinda ekspresyon seviyelerinde anlamli
degisiklikler saptanan proteinler belirlendi. Belirlenen bu proteinler, kanser
metabolizmasinda  yer alan  hiicresel = boyuttaki  biyolojik  siiregler  ile
iliskilendirilmeyegaligildi. MDA MB 231 hiicre hattinda MCF-7 hiicre hattina gore yukari
regule olan 5 adet protein saptandi. Bunlar;EPS8L2,C2CD6, FBXL15, TNNI3, CEP41.

Epidermal biiyiime faktorii reseptor kinaz substratt 8- benzeri protein 2 (EPS8L2), aktin
baglama, kaderin baglama, katalitik aktivitenin diizenlenmesi, Rho protein sinyal iletiminin
diizenlenmesi, sesin duyusal algis1 gibi molekiler fonksiyonlara sahiptir (Sutton ve ark.,
1977; Chen ve ark., 2010).EPS8L2, ayn1 zamanda SOS1'in guanin degisim aktivitesini
uyarmakta, aktin hiicre iskeletinin zarinin kivrilmasinda ve yeniden sekillenmesinde rol

oynamaktadir (Anwar ve ark., 2018).

Kalsiyum bagimli doamin igeren protein 6 (C2CD6),tubilin glutamilasyonu igin
gereklidir. Muhtemelen bir tubulin poliglutamilaz olan TTLL6'nin bazal govde ile silyum
arasinda taginmasina katilarak iglev gormektedir. Ayrica protein poliglutaminasyonu,
protein tasima, silyum biyogenezi/bozunmasi, mitotik sentrozom proteinleri ve
komplekslerinin alimi, G2/M gegisinde PLK1 aktivitesinin dlzenlenmesi gibi molekiler
fonksiyonlar1 bulunmaktadir (Farrugia ve Calvo, 2016). Literatiirdeki bir ¢alismada normal
meme dokusuna kiyasla meme kanseri dokusunda C2CD6 ile benzer familyadan olan

C2CD3 ekspresyonunun fazla oldugu goriilmistiir (Han ve ark., 2022).

F-box/LRR-tekrarli protein 15 (FBXL15), kemik mineralizasyonu, dorsal/ventral patern
olusumu, mitotik hiicre dongiisiinin G2/M geg¢isi, BMP sinyal yolunun pozitif
diizenlemesi, proteozomal yikim gibi slreglerde rol oynamaktadir (Zheng, Wang ve Wei,
2016).
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F-box proteinlerinin biyolojik fonksiyonlari, hiicrelerde, fare modellerinde ve insan kanser
dokularinda iyi karakterize edilmistir (Tekcham ve ark., 2020). Bir¢ok F-box proteininin,
dogrudan tiimor baskilayicilar/onkogenler veya dolayli kanser diizenleyiciler olarak

hareket ettigi bulunmustur (Uddin ve ark., 2016; Song ve ark., 2019).

F-box proteinlerinin hiicre dongiisii, DNA hasari, epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) gibi
stirglerde gorev aldigi bilinmektedir (Tan ve ark., 2018). Bu tez ¢alismasi ile NLC-MS/MS
analizleri sonucunda elde ettigimiz verilerde, metaztatik ozellikteki MDA MB 231
hicrelerinde metastatik  6zellikte olmayan MCF-7 hicrelerine gére FBXL15
regiilasyonunun arttig1 goriilmiistiir. Elde ettigimiz bulgular literatiir ile uyumlu ve katki

saglayici 0zelliktedir.

Sentrozomal protein 41 (CEP41), protein poliglutaminasyonu, protein tasima, Silyum
biyogenezi/bozunmasi, G2/M Gegisinde PLK1 aktivitesinin diizenlenmesi gibi molekdler
sireclerde gorev almaktadir (Froidevaux-Klipfel ve ark., 2015). CEP ailesi proteinleri,
sentrozomun ana bilesenlerini olusturmakta ve sentriyol biyogenezinde ve hicre
replikasyonunda belirgin bir roller oynamaktadir (Ki ve ark., 2020). CEP genlerindeki
degisiklik, kansere neden olabilecek hiicre dongiisiiniin bozulmasina ve kontrolsiiz hiicre
¢ogalmasma neden olmaktadir (Gopalakrishnan, Kamaraj, ve Purohit, 2014). Ayrica,
sentrozomal protein 41 (CEP41) kaybinin, insan hiicre hatlarinda ve zebra baliginda
vaskiiler bozulmaya yol actigini ve CEP41 i¢in daha dnce bilinmeyen bir pro-anjiyojenik
role sahip olabilecegini One siiren bir ¢alisma bulunmaktadir (Barfield ve ark., 2022). Bu
calismada, Cep41’in hiicre anjiyojenezi i¢in gerekli oldugu, eksikliginde damarlanmanin
azaldigi goriilmistir. Dolayisiyla CEP41°in  yukari regiilasyonunun metaztaz ile
iliskilendirilebilecegi diigtiniilmiistiir. Bizim c¢alismamiz ile nLC-MS/MS analizleri
sonucunda elde ettigimiz verilerde, metaztatik 6zellikteki MDA MB 231 hicrelerinde
metastatik Ozellikte olmayan MCF-7 hucrelerine gore CEP41 regiilasyonunun arttigi

gorilmiistiir. Elde ettigimiz bulgular literatiir ile uyumlu ve tamamlayici 6zelliktedir.

Kardiyak troponin I, aktin baglama, kalsiyum kanali inhibitor aktivitesi, kalsiyum bagimli
protein baglanmasi, metal iyonu baglama, protein kinaz baglanmasi, hiicresel kalsiyum
iyon homeostazi, kalp kasi kasilmasi, ATP'ye bagli aktivitenin negatif regiilasyonu,
Kalsiyum iyon sinyali ile kalp kasi kasilmasmin diizenlenmesi gibi molekiiler

fonksiyonlara sahiptir (Chen ve ark., 2014).
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Literatiirdeki giincel c¢alismalarda mide ve akciger kanserlerinde troponin seviyelerinde
anormal degisiklikler saptanmig ve troponin proteininin kanser biyomekanizmasi ile iliskisi
arastirtlmistir (Tsuruda ve ark., 2022). Fakat bu iliski heniiz net olarak bulunamamustir.
Baska bir literatiir calismasinda TNNI3’nin potansiyel onkogenik fonksiyonlari arastirilmis
ve TNNI3 transfekte edilmis hicrelerde hiicre proliferasyonunun ve migrasyonunun arttigi

goriilmiistiir (Zhao ve ark., 2021).

Literatiirdeki yine bagka bir ¢alismada karaciger kanserinde TNNI3 nin ifadesinin yiiksek
oldugu goriilmiis ve TNNI3, immiin infiltrasyon seviyesi ile iligskilendirilmis ve bagisik
diizenlemesine katkida bulunabilecegi disiiniilmistiir (Cong ve ark., 2022). Literaturdeki
caligmalar troponin proteininin kanser biyomekanizmasi ile iliskisi net olarak ortaya

koymak i¢in yeterli degildir.

Literatiirde troponin ve kanser iliskisini arastirmaya yonelik daha fazla ¢alismaya ihtiyag
duyulmaktadir. Literaturde meme kanserinde troponin ekspresyonunun
degerlendirilmesine yonelik bir ¢aligma bulunmamaktadir. Literatiirdeki bu acig1 gidermek
adina meme kanseri tiplerine ait hiicrelerin besiyerinden elde edilen sekretom 6rneklerinde
ve doku orneklerinde troponin ekspresyonlarini incelendik. Bu tez ¢aligmasi sonucunda
invaziv 0Ozellikteki MDA MB 231 hicrelerinde troponin sekrasyonun non-invaziv
Ozellikteki MCF-7 hicrelerindekinden daha fazla miktarda oldugu gorildi. Meme
kanserinde troponin ekspresyonundaki anormal degisiklik ilk defa bizim ¢alismamiz ile
ortaya konmustur. Elde ettigimiz veriler dogrultusunda artan troponin ekspresyonunun

hiicredeki metastatik yolaklarla baglantili olabilecegi diistiniilmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Kanserli hiicrelerden salgilanan proteinler, invazyon, metastaz, anjiyogenez gibi kanser
metabolizmasina 6zgii hiicresel olaylar Gizerinde etki gostermektedir. Bu tez ¢aismasinda
saglikli meme hiicresi, invaziv ve non-invaziv kanser hiicrelerinin sekretomlarindan elde
edilen protein 6ziitleri ile karsilagtirmali proteome analizleri yapilmasi planlanmistir. Bu
analiz ile elde edilen sonucglara gore gruplar arasinda ekspresyon seviyelerinde anlamli
degisiklikler saptanan proteinlerin, kanser metabolizmasinda yer alan hiicresel siiregler ile
iliskilendirilmesi ve biyobelirte¢ degeri tasiyan proteinlerin belirlenmesi amaglanmistir.
Fakat MCF-10A hiicre sekretomlarindan nLC-MS/MS analizi igin yeterli konsantrasyonda
protein elde edilememesi sebebiyle, non-invaziv o6zellikteki MCF-7 meme kanseri
hucreleri ile invaziv 0zellikteki MDA MB 231 meme kanseri hticrelerinin nLC-MS/MS

analizleri yapilarak sekretom profilleri karsilastiriimistir.

Sonug olarak, metastatik 6zellikleki MDA MB 231 hiicrelerinde non-invaziv 6zellikteki
MCF-7 hiicrelerine kiyasla yukari regiile olan 5 adet protein saptanmistir. Bu yukar1 regiile
proteinler arasindan Kardiak Troponin I 3 (TNNI3) seviyeleri, hicre 0zutleri, doku ve
sekretom Orneklerinde WB analizleri yapilarak degerlendirilmistir. Literatiirdeki glncel
calismalarda mide ve akciger kanserlerinde troponin seviyelerinde anormal degisiklikler
goriilmiis ve troponin proteininin karser biyomekanizmasi ile iliskisi aragtirilmistir. Fakat
bu iliski heniiz net olarak ortaya ¢ikarilamamistir. Bu tez ¢alismasi sonucunda invaziv
Ozellikteki MDA MB 231 hucrelerinde troponin sekrasyonun non-invaziv 06zellikteki
MCF-7 hiicrelerindekinden daha fazla miktarda oldugu gorilmiistiir. Elde edilen veriler
151¢inda, meme kanserinde troponin ekspresyonundaki anormal degisiklik ilk defa bu tez
calismasi ile gosterilmistir. Bu tez calismasi ile elde edilen veriler neticesinde troponin
sekrasyonunun hiicrelerdeki metastatik yolaklarla baglantili olabilecegi diisiiniilmektedir.
Bu ¢alisma, meme kanseri metabolizmasinda yer alan hiicresel boyuttaki biyolojik surecler
ile iliskili olabilecek proteinlerin saptanmasi, meme kanseri tan1 ve tedavisine yonelik ileri

caligmalara onciiliilk etme potansiyeli tagimaktadir.
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8. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Ad1 Soyadi

Dogum Yeri ve Tarihi

Adres

[letisim Bilgileri

Egitim Bilgileri

Yabanci Dil Bilgileri

Yaymlar

Projeler
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EKLER

EK-1. nLC-MS/MS analizleri sonucunda elde edilen proteinler

Description Coverage | # MW | Score Abundance
[9%6] Unique | [kDa] | Sequest | Ratio:
Peptides HT: (MDA MB
Sequest [231 T) /
HT (MDA MB
231 NK)
Centrosomal protein of 41 kDa | 2 1 358 |0 1000
(Fragment) OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=CEP41 PE=1
Sv=2
Epidermal  growth  factor | 6 1 18,7 |0 1000
receptor kinase substrate 8-like
protein 2 (Fragment)
OS=Homo sapiens OX=9606
GN=EPS8L2 PE=1 SV=1
F-box/LRR-repeat protein 15| 6 1 223 |0 1000
(Fragment) OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=FBXL15 PE=1
Sv=1
Cardiac troponin I OS=Homo | 4 1 25 0 1000
sapiens OX=9606 GN=TNNI3
PE=1SVv=1
Kinetochore-associated protein | 0 1 250,6 |0 52,75
1 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=KNTC1 PE=1 SV=1
Synaptic vesicle membrane | 4 1 419 |0 5,673
protein ~ VAT-1  homolog
OS=Homo sapiens OX=9606
GN=VAT1 PE=1 SV=2
Enoyl-CoA hydratase domain- | 4 1 31,1 |0 5,054
containing protein 2,
mitochondrial OS=Homo
sapiens 0OX=9606
GN=ECHDC2 PE=1 SV=2
Insulin-like growth factor- | 3 1 31,7 |0 0,338
binding protein 3 OS=Homo
sapiens 0X=9606
GN=IGFBP3 PE=1 SV=2
Beta-taxilin OS=Homo sapiens | 1 1 765 |0 0,162
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0OX=9606 GN=TXLNB PE=1
Sv=3

Werner  syndrome  ATP-
dependent helicase OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=WRN
PE=1 SV=2

162,4

0,001

Spermatogenesis-associated
protein 1 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=SPATA1 PE=2
Sv=4

52,9

0,001

Tetratricopeptide repeat
protein 19, mitochondrial
OS=Homo sapiens OX=9606
GN=TTC19 PE=1 SV=4

424

0,001

Pleckstrin homology domain-
containing family H member 1
OS=Homo sapiens OX=9606
GN=PLEKHH1 PE=2 SV=2

151,1

0,001

Transmembrane protein 198
(Fragment) OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=TMEM198
PE=1 SV=1

24,3

0,001

Tumor protein p53-inducible
protein 13 OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=TP53113 PE=1
Sv=1

42,2

0,001

FYN-binding protein 1
OS=Homo sapiens OX=9606
GN=FYB1 PE=1 SV=2

85,3

0,001

Calcium/calmodulin-
dependent protein kinase type
v OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=CAMK4 PE=1
Sv=1

51,9

0,001

KATS8 regulatory NSL
complex subunit 1 OS=Homo
sapiens 0X=9606
GN=KANSL1 PE=1 SV=1

120,9

0,001

Spindle and  kinetochore-
associated protein 3 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=SKAS3
PE=1 SV=2

46,3

0,001

77




Protein FAM189A2
OS=Homo sapiens OX=9606
GN=FAM189A2 PE=1 SV=2

64,6

0,001

Histone lysine demethylase
PHF8 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=PHF8 PE=1
Sv=3

117,8

0,001

Amino acid transporter
(Fragment) OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=SLC1A3 PE=1
Sv=1

11

11,8

Patatin-like phospholipase
domain-containing protein 6
OS=Homo sapiens OX=9606
GN=PNPLAG6 PE=1 SV=3

150,9

Breast cancer  type 1
susceptibility protein
(Fragment) OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=BRCA1 PE=1
Sv=1

67,5

Interferon-related
developmental regulator 2
OS=Homo sapiens OX=9606
GN=IFRD2 PE=1 SV=3

54,8

Coiled-coil domain-containing
protein 150 OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=CCDC150
PE=4 SV=2

12

7,9

C2 calcium-dependent
domain-containing protein 6
OS=Homo sapiens OX=9606
GN=C2CD6 PE=1 SV=1

71,1

Lethal(3)malignant brain
tumor-like protein 4
OS=Homo sapiens OX=9606
GN=L3MBTL4 PE=1 SV=2

71,1

E3 ubiquitin-protein  ligase
LNX (Fragment) OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=LNX1
PE=4 SV=1

11

11,2
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Neurensin-2 OS=Homo
sapiens 0X=9606
GN=NRSN2 PE=1 Sv=1

22

Cdc42 effector protein 3
(Fragment) OS=Homo sapiens
OX=9606 = GN=CDC42EP3
PE=4 SV=1

71

1,5

E3 ubiquitin-protein  ligase
MARCHF7 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=MARCHF7
PE=1 SV=1

70,1

E3 ubiquitin-protein  ligase
NEDD4-like (Fragment)
OS=Homo sapiens OX=9606
GN=NEDDA4L PE=1 SV=1

26

4,3
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