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Projenin Tiirkce ve ingilizce Ad1 ve Ozetleri

Projenin Tiirkce Adi: Fibrosarkoma ve Deri Fibroblast Hiicre Hatlarinin Karsilagtirmali
Proteomik ve Glikobiyolojik Analizleri

Projenin Ingilizce Adi: Comparative Proteomic and Glycobiological Analysis of
Fibrosarcoma and Fibroblast Cell Lines

Projenin Tiirkce Ozeti:

Proteom genom tarafindan kodlanan proteinleri tanimlar. Bir hiicrenin, organin veya
organizmanin belirli bir zaman ve mekanda sahip oldugu (izoformlar, polimorfizimler, ve
sentez sonrast degisimler de dahil olmak {izere) tiim proteinlerin toplamidir. Bir
organizma viicudunun farkli bolgelerinde, hiicre dongiisiintin farkli evrelerinde ve farkli
cevre kosullarinda farkli protein ekspresyonlarina sahiptir. Proteomik, dinamik bir terim
olup farkli kosullarda hiicre, doku veya viicut stvilarindaki proteinlerin kantitatif analiz
teknolojisi olarak tanimlanir. Kiyaslamali proteomik ise iki farkli durum arasindaki
(normal ve hastalik, yasli ve geng) ekspresyonun karsilagtirilmasina dayanir. Sabit bir yap1
olan ve bir organizma i¢in ¢ok iyi tanimlanabilen genomun aksine proteom, hiicreden
hiicreye farklilik gosterir ve i¢ ve dig uyaranlara yanit olarak biyokimyasal etkilesimler
aracili81 ile siirekli bir degisim halindedir.

Proteomun analiz edilmesi olarak da kisaca tanimlanabilen “proteomiks” ifadesi ise
pratikte, genis ¢apli protein ayirma ve tanimlama tekniklerinin kullanilmasi ile yapilan
proteom caligmasi olarak tanimlanmaktadir. Proteomiks, biyoloji, biyoinformatik ve
protein biyokimyasini iceren disiplinler arasi bir bilim dalidir ve giiniimiizde proteomik
analiz teknikleri sayesinde protein komponentlerinin ayrmtili molekiiler tanimlanmasi ve
analizleri yapilabilmektedir. Bu sayede hastaliklarin patogeneziyle iliskili diagnostik ve
prognostik yonden faydali olabilecek belirteclerin bulunabilme imkani saglanmaktadir.
Son yillarda bir¢ok kanser tiirinde bu kanser tiirleri icin spesifik biyolojik belirteglerin
bulunmasina yonelik ¢ok sayida proteomik ¢aligma yapilmistir.

Glikobiyoloji ise dogada yaygmn sekilde bulunan seker zincirlerinin yapilarini,
biyosentezlerini ve biyolojik gorevlerini ¢alisan yeni bir arastirma alanidir. Glikozilasyon
Okaryotlarda goriilen post translasyonal modifikasyonlardandir ve glikan yapilarinin
kanserde degisime ugradiklar1 bilinmektedir. Uzun yillardan beri bilinmektedir ki kanser
hiicrelerindeki oligosakkaritler normal hiicrelerdekinden daha farklidirlar.

Calismamizda insanlarda goriilen fibrosarkoma igin biyolojik belirte¢ aranmasi ve
glikozilasyondaki degisimlerin saptanmasi1 hedeflenmistir. Bunun i¢in insan fibrosarkoma
ve deri fibroblast hiicre hatlarinin karsilagtirmali proteomik analizleri yapilarak, farkli
protein ekspresyonlart belirlenerek bu proteinler karakterize edilmis ve lektinler
yardimiyla iki hiicre hattindaki glikozilasyon farkliliklari ortaya konulmustur.




EK-11 Sonug Raporu Formati

Proje calismasinda Ozellikle sekretom orneklerinde identifikasyonu yapilan SPARC,
kalretikulin, amiloid p A4 (APP751 izoformu), Galektin-1, alfa enolaz, iirokinaz tip
plazminojen aktivatdrii, peptidil prolil cis-trans izomeraz A ve B hiicre digina salgilanan
proteinler olup fibroblast sekretomu ile karsilastirlldiginda sadece fibrosarkoma
sekretomunda ekspresyonuna rastlanmistir. Sekretomda identifikasyonu yapilan bu
proteinlerin fibrosarkoma i¢in potansiyel timor belirtegleri olarak hizmet edebilecekleri
diistiniilmektedir.

Hiicre lizat1 orneklerinde identifikasyonu yapilan ve fibrosarkomada ekspresyonu artan
proteinler olan protein disiilfit izomeraz A6, endoplazmin, HSP-60 (Heat Shock Protein
60), protein NDRG1, TCP-1-¢ (T Complex Protein 1 subunit epsilon), GRP-75
(Mortalin), TCP-1-B (T Complex Protein 1 subunit beta), protein disiilfit izomeraz A3,
STI1 (Stress Induced Phosphoprotein 1), peptidil prolil cis-trans izomeraz A, transgelin-2,
heterojen niikleer riboniikleoprotein A2/B1 ve ekspresyonu azalan MVP (Major Vault
Protein) ile sekretomda identifikasyonu yapilan diger proteinlerin fibrosarkomanin
molekiiler mekanizmasinin, patogenezinin ve karsinogenezinin anlasilmasina katkida
bulunacag diistiniilmektedir.

Fibroblast lizat, fibrosarkoma lizat ve fibroblast sekretom ve fibrosarkoma sekretom
numunelerinde Glikan ayirtedici lektin kitleri (DSA, GNA, MAA, PNA, SNA) ile yapilan
analizlerde ortaya ¢ikan glikoprotein  yapilarindaki karbonhidrat farkliliklari
fibrosarkomanin molekiiler patogenezinde N-glikan ve O-glikanlarin rol aldigim
gostermistir.

Projenin Ingilizce Ozeti:

Proteome identifies proteins encoded by the genome. Proteome is considered the sum of
proteins that the cells, organ or organism contains in specific time and place (including
isoforms, polymorphism and changes in post synthesis). An organism has a different
protein expressions in different part of an organism’s body, different phases of a cell cycle
and different enviromental conditions. In contrast to genome which is fixed structure and
well defined, proteome, vary from cell to cell and in constant change in response to
internal and external stimulus through to biochemical interactions.

Proteome analysis can be defined briefly as proteomics is also defined as a large-scale
protein separation and identification techniques to study the proteome. Proteomics is an
interdisciplinary branch of science that including biology, bioinformatics and
biochemistry of proteins and molecular identification and analysis of protein components
can be made through the proteomic analysis techniques. Proteomic is the opportunity to
detection the biomarkers that provide diagnostic and prognostic information about
pathogenesis of diseases. In recent years the large number of proteomic studies to detect
the biomarkers have been done.

Glycobiology is the study of the structure, biosynthesis and biology of sugar chains that
are widely distributed in nature. Glycosylation is one of the most prevalent post-
translational modification in eukaryotes and it has been known that glycan structures
change with onset of cancer. It has been known that oligosaccharides of cancer cells differ
from oligosacharides of normal cells.
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In our study we searched candidate biological markers for fibrosarcoma in humans and
aimed to detect changes in glycosylation. Thus different protein expressions were
identified in human fibrosarcoma and fibroblast cell lines and different glycosylation
patterns were detected in human fibrosarcoma and fibroblast cell lines.

This project study showed that particularly the SPARC calreticulin amyloid f A4
(APP751 isoform), galectin-1, alpha-enolase, urokinase-type plasminogen activator,
peptidyl prolyl cis-trans isomerase A and B are the only secreted and expressed proteins to
out of the fibrosarcoma cells in comparison to fibroblasts secretome specimens. These
identified proteins of fibrosarcoma secrotome may serve as potential tumor markers for
fibrosarcoma.

Cell lysate sample analysis showed that expressions of disulfide isomerase A6
endoplasmic's, HSP-60 (Heat Shock Protein 60), protein NDRG1 TCP-1-¢ (T Complex
protein 1 subunit epsilon), GRP-75 (Mortal's ), TCP-1-B (T Complex protein 1 subunit
beta), protein disulfide isomerase A3 STI1 (Stress Induced Phosphoprotein 1), peptidyl
prolyl cis-trans isomerase A, Transgel-2, heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2 /
B1 were increased in fibrosarcoma cells in comparison to the fibroblasts. However,
expression of MVP (Major Vault protein) was decreased in fibrosarcoma cells in
comparison to the fibroblasts. It was concluded that these identified proteins of
fibrosarcoma cell lysate may also serve as potential tumor markers for fibrosarcoma and
contribute to the understanding of carcinogenesis.

Lysate and secretome analysis of fibrosarcoma and fibroblast cells with glycan distinctive
lectin kits (DSA, GNA, MAA, PNA, SNA) explained the differences in the glycan
structure of glycoproteins in fibrosarcoma cells show the role of N-glycans and O-glycans
in the molecular pathogenesis of fibrosarcoma.

Amac ve Kapsam

Proteomik teknolojisinin gelismesi ile birlikte kanserde diagnostik ve prognostik dneme
sahip kanser belirteglerinin kesfinde Onemli adimlar atilmistir. Kan proteomik
caligmalarindaki bliylik smnirlama bilim adamlarin1 kanser belirtecleri kesfinde hiicre
kiiltiirii ile baglantili proteomik ¢alismalar gibi yeni metodlar aramaya yoneltmistir (1, 2).

Kanserli hiicrelerden salgilanan proteinler farklilagmada, invazyonda, metastazda ve
hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraseliiler matriks etkilesimlerini diizenleyerek kanserin
anjiyogenezinde rol alan temel molekiillerdir. Daha ©nemlisi kanserli hiicrelerden
salgilanan bu proteinler daima kan ve idrar gibi viicut sivilarina girerler ve
olgiilebilmektedirler (3).

Giliniimiizde proteomik teknolojileri bu proteinlerin analizinde baslica kaynaklardir. Kiitle
spektrometresindeki etkili gelisim, biyoinformatik ve analitik teknikler ile proteomik
yaklagim kanserde salgilanan bu proteinlerin analizlerinde ve belirte¢ kesiflerinde
gelismeye yol agmustir (4, 5, 6, 7, 8, 9).
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Iki boyutlu jel elektroforezi ile baglantili kiitle spektrometresi klasik ve istikrarli bir
proteomik yaklasimdir (4). Bu metod kompleks protein bilesimlerinin yiiksek kararlilikta
ayrilmasina olanak saglar. Iki boyutlu jel elektroforezi ile baglantili kiitle spektrometresi
ile proteomik analiz basta akciger kanseri olmak lizere bir¢cok kanser tiiriinde kanser
belirteci aranmasi amaciyla siklikla kullanilmaktadir (5, 6, 7, 8).

Kanserli  hiicrelerden salgilanan  proteinler disinda bu hiicrelerde  bulunan
karbonhidratlarin normal hiicrelerdekine gore degisime ugradiklari uzun siireden beri
bilinmektedir. Bu degisim kanserde tiimoriin biiylimesine, farklilasmasina, degisimine,
adhezyonuna ve metastazina etki edebilmektedir (10, 11).

Bu c¢alismada normal fibroblast ve fibrosarkoma hiicrelerinin sitozol proteinleri ile hiicre
disina salgiladiklar1 proteinlerin, iki farkli hiicre hattinda farklarinin ortaya konulmasi
hedeflenmistir. Sitozol proteinlerinin arastirilmast igin hiicreler hiicre kiiltiiriinde
iiretildikten sonra toplanip lize edilerek olusturulan 6rnekler incelenerek, hiicre disina
salgilanan proteinler hiicre kiiltiirlerinden elde edilen conditioned medium’larin analizi ile
yapilmustir. Bunun i¢in fibrosarkoma ve normal fibroblast hiicre kiiltiirlerinden ayr1 ayri
elde edilen conditioned medium ve hiicre lizatlarinin protein profilleri iki boyutlu jel
elektroforezi ile ortaya konulmustur. Daha sonra normal deri fibroblast ve fibrosarkoma
hiicrelerinde eksprese edilen farkli proteinlerin karakterize edilmesi kiitle spektrometresi
ile gerceklestirilmis ve normal ve kanserli fibroblast hiicreleri arasindaki protein
farkliliklar1 ortaya konulmus hastalik spesifik protein belirteglerinin (biyomarker)
aranmas1 ve karakterize edilmesi amaclanmustir. iki hiicre hattindaki karbonhidrat
profilindeki farkliliklarin ortaya konulmasi ise DIG Glycan Detection Kit kullanilarak
Semi-Dry Blotting teknigi ile gergeklestirilmistir.

Materyal ve Yontem
Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi:

Proje calismasinda insan deri fibroblast hiicre hatt1 olan CCD-1135Sk hiicre hatt1 (ATCC:
CRL-2691) ve insan fibrosarkoma hiicre hatt1 olan HT-1080 (ATCC: CCL-121) hiicre
hatlar1 kullanildi. Calismada kullanilan her iki hiicre hatti icin DMEM/F12 (Dulbecco's
Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12) besiyeri kullanildi. Her iki hiicre hatti da
% 10 Fetal Dana Serumu (FBS) ve 50 mg/l gentamisin igeren besiyerleri icerisinde, 37
°C’de ve % 5 CO2 igeren ortam saglayan hiicre kiiltiirii inkiibatoriinde iiretildi. Hiicrelerin
besiyerleri her giin degistirildi.

Hiicre Lizati Orneklerinin Olusturulmasi:

Her iki hiicre hatti 75 cm2’lik flasklarda {iretilip ~% 70 yogunluga ulastiklarinda
besiyerleri uzaklastirilarak Ca ve Mg tuzlar icermeyen PBS ile bir kere yikandi. Yikanan
hiicrelerin tlizerine PBS-EDTA ¢o6zeltisi ilave edilerek 8-10 dakika hiicre kiltiirt
inkiibatoriinde hiicrelerin ylizeyden ayrilmalar1 beklendi. Hiicreler 2 kere PBS ¢6zeltisi ve
son olarak bir kere sukroz ¢ozeltisi ile yikandi. Son yikama sonrasi silipernatant
uzaklastirilarak hiicreler lizis tamponu ile lize edildi ve daha sonra 2-D PAGE isleminde
kullanilmak tizere - 80 °C’de saklandi.
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Sekretom Orneklerinin Olusturulmasi:

Sekretom Ornekleri i¢in her iki hiicre hatt1 da 175 cm2’lik flasklarda iiretildi. Yogunluklar1
~% 70 ‘e ulasan hiicrelerin besiyerleri uzaklastirilarak Ca ve Mg tuzlar1 igcermeyen PBS
ile ti¢ kere yikandi. Yikanan hiicrelerin {izerine FBS icermeyen besiyerleri ilave edilerek
hiicre kiiltlirii inkiibatoriinde 24 saat muhafaza edildi. FBS icermeyen besiyerlerine TCA
ile protein ¢oktiirme yontemi uygulandi. Ornekler son konsantrasyonu % 20 TCA olacak
sekilde hazirlandi. Coken protein peleti TCA’nin tamamen uzaklastirilmasi i¢in soguk
etanol ile {i¢ kere yikandi. Pelet lizis tamponu ile lize edildi. Olusturulan sekretom
ornekleri daha sonra iki boyutlu jel elektroforezi isleminde kullanilmak {izere - 80 °C’de
saklandi.

Hiicre Canlihi@inin Kontrolii (Tripan Mavisi Testi):

Hiicre canliligmin kontrolii i¢in hem hiicre lizati Orneklerinin hem de sekretom
orneklerinin olusturulma asamasindan once tripan mavisi ile hiicre canlilik testi
uygulandi. Hiicre canliligi kontrolii hiicre lizati 6rneklerinde hiicreler lize edilmeden 6nce
gerceklestirildi. Sekretom Orneklerinde ise hiicreler 24 saat FBS icermeyen besiyerinde
muhafaza edildikten sonra hiicrelere canlilik testi uygulandi. Bunun i¢in her iki 6rnek
grubu igin de mevcut besiyerleri ve tripsinize edilerek kaldirilan hiicreler beraber 3000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi ve yerine % 10 FBS iceren
besiyerleri ilave edilerek hiicreler siispansiyon haline getirildi. Daha sonra siispansiyondan
100 pl ve tripan mavisinden 100 ul alinarak ayr1 bir ependorf tiipte karigtirildi ve 5 dakika
boyunca 6lii hiicrelerin boyanmast igin beklendi. Bu siire sonunda 151k mikroskobu altinda
boya alan 6li hiicreler ve boya almayan canli hiicreler Neubauer Lami yardimiyla
sayilarak hiicre canlilig1 yiizde olarak hesaplandi.

Protein Miktar Tayini:

Olusturulan hiicre lizat1 ve sekretom 6rneklerinin protein miktar tayinleri Antharavally ve
ark. (2009) bildirdikleri sekilde gergeklestirildi. Protein miktar tayininde standart olarak
125, 250, 500, 1000 ve 2000 pg/ml konsantrasyonlarinda sigir serum albiimini (BSA)
kullanildi. Ornekler ve standartlar ii¢ tekrarl calisilarak ortalamalar alind.

2D-PAGE ile Proteinlerin Ayrilmasi:

Protein miktarlar1 hiicre lizati 6rnekleri i¢cin 250 pg ve sekretom Ornekleri icin 75 pg
olacak sekilde ornekler rehidrasyon tamponuyla karistirilarak son hacmi 250 ul olacak
sekilde ayarlandi. Izoelektrik odaklama islemindel3 cm uzunlugunda ve pH 3-10
araligindaki Immobilize pH Gradient (IPG) stripler kullanildi. Pasif rehidrasyon 15 saat
boyunca uygulandi. Pasif rehidrasyon islemi sonunda izoelektrik odaklama islemi 4
basamakta yapildi. Ikinci boyut jel elektroforezi % 12,5’luk SDS-PAGE ayirma jelinde
gerceklestirildi. Ornekleri igeren stripler ilk olarak dengeleme tamponu I’de 15 dakika ve
son olarak dengeleme tamponu II’de 15 dakika muhafaza edildi. Daha sonra stripler
donan jelin {izerine dikkatlice yerlestirildi. Jel basina ilk 30 dakika 10 mA daha sonra
izleme boyas: jelin altina ulagincaya kadar jel basma 20 mA sabit akimda islem
gerceklestirildi. Islem yaklasik 6 saat siirdii. Elektroforez islemi tamamlanan jeller cam
plakalar arasindan dikkatlice ¢ikartildiktan sonra jellerin boyama islemlerine ge¢ildi.
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Jellerin Kolloidal Coomassie Mavisi ile Boyanmasi:

Elektroforez islemi biten jellerin boyama islemi Dyballa ve Metzger (2009) bildirdikleri
sekilde gerceklestirildi. Bunun icin Oncelikle kolloidal Coomassie mavisi ¢ozeltisi
hazirlandi. Jeller distile su ile 10’ar dakika olmak tizere 3 kere yikandi. Yikama islemi
sonunda jeller kolloidal Coomassie mavisi ¢ozeltisine koyularak gece boyunca bekletildi.
Boyanan jeller tekrar 10’ar dakika 3 kere distile su ile yikandi. Yikama sonrasinda jeller
boya c¢ikarma c¢ozeltisinde 4 saat bekletildi. Jellerdeki fazla boyalarin temizlenmesi
saglanarak protein spotlar1 goriiniir hale getirildi.

Jellerin Goriintiillenmesi ve Analizi:

Jeller dansitometre yardimi ile goriintiilendikten sonra jellerin analizi PDQuest (Bio-Rad)
programi ile gerceklestirildi. Her bir 6rnek icin 3 tekrar yapilan ¢alismada biitiin jeller
programa tanitilarak fibrosarkoma ve fibroblast hiicre lizati 6rnek tekrarlart kendi
aralarinda, fibrosarkoma ve fibroblast sekretom oOrnek tekrarlari kendi aralarinda olmak
iizere eslestirilmeleri yapildi. Eslestirilen jel goriintiilerinden hiicre lizati ve sekretom
gruplarinda yer alan Ornek tekrarlarmin analizleri kendi aralarinda gergeklestirildi. Bu
analiz sekretom grubu icin kalitatif, hiicre lizat1 grubu i¢in ise kantitatif olarak
degerlendirildi.

istatistiksel Analiz:

Hiicre canlilik testi ii¢ tekrarl galisilan her bir 6rnek grubuna uygulanarak sonunda elde
edilen veriler yiizde olarak hesaplandi ve standart sapmalari belirlendi. Sekretom
grubunun karsilagtirmali  analizi PDQuest programi vasitasiyla kalitatif  olarak
gergeklestirildi. Kalitatif degerlendirme icin jel arka plam dansitesine gore 30 kat ve
iistiindeki farka sahip olan spotlar secildi. Hiicre lizat1 grubunun karsilastirmali analizi
PDQuest programi vasitasiyla kantitatif olarak gergeklestirildi ve elde edilen spotlarin
yogunluk degerleri % 95 giiven araliginda (p<0,05) student t-test ile analiz edildi.

Protein Spotlarinin Triptik Par¢alanmasi ve LC-MS/MS ile Protein Identifikasyonu:

Segilen protein spotlarinin triptik pargalanmasi ve LC-MS/MS ile protein identifikasyonu
TUBITAK Marmara Arastrma Merkezi Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji
Enstitiisii’'nde gerceklestirildi. Protein spotlarinin triptik pargalanmast Wilm ve ark.
(1996) bildirdikleri sekilde gergeklestirildi. LC-MS/MS ile Protein Identifikasyonu igin
LC-ESI-qTOF (nanoACQUITY ultra presssure liquid chromatography (UPLC) and
SYNAPT high definition mass spectrometer with nanolockspray ion source, Waters)
sistemi kullanildi. Peptid kiitle Ol¢timleri diisiik enerjili ¢arpismalarda, peptid dizi
verilerinin toplanmasi1 yiiksek enerjili c¢arpismalarda gerceklestirildi. Tandem kiitle
spektrumu, ProteinLynx Global Server v2.4 (PLGS) (Waters Corp., Milford, MA) ile
analiz edildi. Protein dizi veritabani olarak Uniprot kullanildi.

Glikobiyolojik Analizler:

Hem lizat hem sekretom 6rneklerinin glikobiyolojik analizleri DIG glycan differentitation
kit (Roche) ile gergeklestirildi. Bu analiz i¢in Oncelikle %7,5’luk SDS-PAGE jeli
hazirlandi. Herbir 6rnegin esit miktarda protein (30 pg) igeren hacimlerine elektroforez
islemi uygulandi. Elektroforez igleminde Ornekler stacking jeli gecene kadar jel basma
10mA, runing jelde islem bitene kadar 20 mA akim uygulandi. Elektroforez islemini
takiben jeller semi-dry blotting islemine tabi tutuldu. Semi-dry blotting islemi ile molekiil

8
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agirliklarina gore ayrilan proteinler 0.45 mikron’luk nitroselliiloz membranlara transfer
edildi. Herbir membrana kit protokoliinde belirtildigi gibi digoxigenin ile isaretli GNA
(Galanthus nivalis), SNA (Sambucus nigra agglutinin), MAA (Maackia amurensis
agglutinin), PNA (Peanut agglutinin) ve DSA (Datura stramonium agglutinin) uygulandi.
Islem sonunda &rnekteki proteinlerin glikan profilleri NBT/BCIP solusyonu ile goriiniir
hale getirildi ve dansitometre yardimui ile analizleri Quantity-One (Bio-Rad) programi ile
gergeklestirildi.

Analiz ve Bulgular
Hiicre Canhilik Testi Sonuclar:

Fibroblast ve fibrosarkoma hiicre lizati Orneklerinde hiicreler lize edilmeden once
hiicrelere canlilik testi uygulandi ve hiicre canlilik oranlari sirastyla % 98,5 ve % 98,6
olarak bulundu. Sekretom orneklerinde ise hiicrelere 24 saat FBS igermeyen besiyerinde
muhafaza edildikten sonra hiicre canlilik testi uygulandi ve hiicre canlilik oranlar
fibroblast ornekleri icin % 95,7 fibrosarkoma ornekleri i¢in % 94,7 bulundu.
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Sekil 3.1. Hiicre lizat1 ve sekretom orneklerinin hiicre canlilik oranlari.

Hiicre Lizat1 Orneklerinin 2D-PAGE Sonuglari:

Hiicre lizat1 grubunun iki boyutlu jel elektroforezi sonucunda PDQuest programi ile
yapilan analizlerinde fibrosarkoma hiicre lizat1 6rnek tekrarlarinda sirasiyla toplam spot
sayilar1 489, 448 ve 430, toplam dansiteleri 4610, 4523 ve 4367, master jele gore eslesen
spot sayilart 489, 419 ve 386, master jele gore eslesmeyen spot sayilar1 0, 29 ve 44 ve
master jele gore eslesme ylizdeleri 100, 93 ve 89 olarak bulundu. Fibroblast hiicre lizati
ornek tekrarlarinda sirasiyla toplam spot sayilar1 210, 212 ve 243, toplam dansiteleri 4548,
4416 ve 4477, master jele gore eslesen spot sayilar1 163, 173 ve 178, master jele gore
eslesmeyen spot sayilar1 47, 39 ve 65, master jele gore eslesme yiizdeleri 77, 81 ve 73
olarak bulundu.
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Sekil 3.2. Fibroblast hiicre lizat1 (A) ve fibrosarkoma hiicre lizati (B) Orneklerinin 2D-PAGE analizi sonras: kolloidal
Coomassie mavisi ile boyanmasi sonucu elde edilen protein spotlarina ait jel goriintiileri.

Fibrosarkoma hiicre lizat1 6rnek tekrarlari ile fibroblast hiicre lizati 6rnek tekrarlar
karsilagtirmali olarak kantitatif degerlendirildi. Kantitatif degerlendirilme yapilirken
fibrosarkoma hiicre lizat1 6rnek tekrarlarinda fibroblast hiicre lizati1 6rnek tekrarlarina gore
ekspresyonu artan veya azalan protein spotlar1 degerlendirilmeye alindi. Onemli diizeyde
degisimin ortaya konmasi amaciyla istatistiksel analiz olarak t-testi kullanildi ve bunun
sonucunda 14 spot i¢in 6nemli fark belirlendi (p<0,05).
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Sekil 3.3. Hiicre lizat1 grubunda identifiye edilen protein spotlarinin jel (fibrosarkoma hiicre lizati 6rnegine ait) izerindeki
goriintiileri.

Sekretom Orneklerinin 2D-PAGE Sonuglari:

Sekretom grubunun iki boyutlu jel elektroforezi sonucunda PDQuest programi ile yapilan
analizlerinde fibrosarkoma sekretom Ornek tekrarlarinda sirasiyla toplam spot sayilar: 123,
113 ve 119, toplam dansiteleri 1298, 1278 ve 1293, master jele gore eslesen spot sayilari
123, 107 ve 115, master jele gore eslesmeyen spot sayilar1 0, 6 ve 4 ve master jele gore
eslesme ylizdeleri 100, 94 ve 96 olarak bulundu. Fibroblast sekretom 6rnek tekrarlarinda
sirastyla toplam spot sayilar1 92, 89 ve 103, toplam dansiteleri 1253, 1249 ve 1278, master
jele gore eslesen spot sayilari 35, 35 ve 38, master jele gére eslesmeyen spot sayilart 57,
54 ve 65, master jele gore eslesme ylizdeleri 38, 39 ve 36 olarak bulundu.
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Sekil 3.4. Fibroblast sekretom (A) ve fibrosarkoma sekretom (B) 6rneklerinin 2D-PAGE analizi sonrasi kolloidal Coomassie
mavisi ile boyanmasi sonucu elde edilen protein spotlarina ait jel goriintiileri.
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Fibrosarkoma sekretom oOrnek tekrarlart ile fibroblast sekretom ornek tekrarlari
karsilagtirmali olarak kalitatif degerlendirildi. Kalitatif degerlendirme igin jel arka plam
dansitesine gore 30 kat ve {stlindeki farka sahip olan spotlar secildi. Kalitatif
degerlendirme fibrosarkoma sekretom ornek tekrarlarinda yer alan fakat fibroblast
sekretom Ornek tekrarlarinda yer almayan spotlar arasinda gergeklestirildi. Degerlendirme
sonucunda 13 adet spot belirlendi.

kDa € pH 3-10 >
130 002
100 - 2602
70 1704/ v/
\ ‘e ‘e .

9306

L
8\‘
.o

o

6202
} - \ \9307

7204

9106

9002 \
‘A

8001\x
2002\

10“
- - y A_—A

Sekil 3.5. Sekretom grubunda identifiye edilen protein spotlarinin jel (fibrosarkoma sekretom oOrnegine ait) lizerindeki
goriintiileri.

Hiicre Lizat1 Orneklerinin LC-MS/MS Sonuglari:

Hiicre lizati orneklerinde segilen spotlarin LC-MS/MS ile protein identifikasyonlar
sonucunda PLGS skorlar1 en yiiksek olan proteinler degerlendirmeye alindi. Fibrosarkoma
hiicre lizat1 6rnek tekrarlarinda fibroblast hiicre lizat1 6rnek tekrarlarina gore ekspresyonu
azalan tek spot olan 3902 numarali spot MVP (Major Vault Protein) olarak belirlendi.
Fibrosarkoma hiicre lizat1 6rnek tekrarlarinda fibroblast hiicre lizati 6rnek tekrarlarina
gore ekspresyonu artan diger 13 spot; 1506 numarali spot protein distilfit izomeraz A,
1903 numarali spot endoplazmin, 2605 numarali spot HSP-60 (Heat Shock Protein 60),
3413 numarali spot protein NDRG1, 3602 numarali spot TCP-1-¢ (T Complex Protein 1

13
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subunit epsilon), 3707 numarali spot GRP-75 (Mortalin), 4505 numarali spot TCP-1-8 (T
Complex Protein 1 subunit beta), 4601 numarali spot protein disiilfit izomeraz A3, 5706
numarali spot STI1 (Stress Induced Phosphoprotein 1), 6002 numarali spot peptidil prolil
cis-trans izomeraz A, 7001 numarali spot peptidil prolil cis-trans izomeraz A, 7006

numarali spot transgelin-2 ve 8209 numatali spot heterojen niikleer riboniikleoprotein
A2/B1 olarak belirlendi.

Cizelge 3.3. Hiicre lizat1 grubunda segilen spotlarin LC-MS/MS sonuglari.

Molekiil | izoelektrik i
Nu?l?:l):am Protein Ad1 Agirhg Noktasi g:(‘f:_i Foia?)e/lonnu
(Da) (pH)
1506 | Protein Disilfit | gogqy 5.0 27342 izomeraz
Izomeraz A6
1903 Endoplazmin 92411 4,6 15993 Saperon
HSP-60
2605 (Heat Shock 61016 5,6 30952 Saperon
Protein 60)
3413 Protein NDRG1 | 42807 5,4 5928 Rres antt
Proteini
TCP-1-¢
(T complex
3602 protein 1 subunit 59632 5,3 14835 Saperon
epsilon)
GRP-75
3707 (Mortalin) 73634 5,8 14715 Saperon
MVP
3902 (Major Vault 99266 5,2 5029 Ribontikleoprotein
Protein)
TCP-1-B
(T complex
4505 protein 1 subunit 57452 6,0 18799 Saperon
beta)
ago1 | Protein Disilfit i ges,e 5.9 23115 izoiEraz
Izomeraz A3
STI1
5706 (Stress induced 62599 6,4 5942 Ko-Saperon
phosphoprotein 1)
gooz | Feptdil Prolilcis- | g5, 7.9 10210 izomeraz
trans Izomeraz A
7001 | Peptidil Prolilcis- | g5, 7.9 8605 izomeraz
trans [zomeraz A
7006 Transgelin2 | 22377 84 | 27775 | Tumor Baskilayi
Protein

14
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8209

Heterojen Niikleer
Riboniikleoprotein
A2/B1

37406

9,2

14281

Riboniikleoprotein

Sekretom Orneklerinin LC-MS/MS Sonuclari:

Sekretom orneklerinde segilen spotlarin LC-MS/MS ile protein identifikasyonlari
sonucunda PLGS skorlar1 en yiiksek olan proteinler degerlendirmeye alindi. Segilen 13
adet spottan 0203 numarali spot SPARC, 0403 numarali spot kalretikulin, 0902 numarali
spot amiloid B A4 (APP751 Izoformu), 1704 numarali spot endoplazmin, 2002 numarali
spot galektin-1, 2602 numarali spot GRP-78, 6202 numarali spot alfa-enolaz, 7204
numarali spot alfa-enolaz, 8001 numaral: spot peptidil prolil cis-trans izomeraz A, 9002
numaralt spot peptidil prolil cis-trans izomeraz B, 9106 numarali spot gliseraldehit 3
fosfat dehidrogenaz, 9306 numarali spot EF-1 (Putative elongation factor 1 alpha like 3)

ve 9307 numarali spot tirokinaz tip plazminojen aktivatorii olarak belirlendi.

Cizelge 3.4. Sekretom grubunda segilen spotlarin LC-MS/MS sonuglari.

Molekiil | izoelektrik .
Nu?l?::am Protein Ad1 Agirhg: Noktasi glk_(;;fﬁ Folzr:';(OStiG;:nu
(Da) (pH)
Ekstraselliiler
0203 SPARC 34609 4,5 4886 Matriks
Proteini
0403 Kalretikulin 48111 4,1 5534 Saperon
Amiloid BA4 .
0902 (APP751 84764 45 1o T 1R
- Inhibitori
[zoformu)
GRP-94
1704 (Endoplazmin) 92411 4,6 7611 Saperon
Galaktozid
2002 Galektin-1 14706 51 2855 Baglayici
Protein
Saperon/Stres
2602 GRP-78 72288 49 6867 g
Proteini
6202 Alfa-Enolaz 47139 7,2 3430 Liyaz
7204 Alfa-Enolaz 47139 7,2 3083 Liyaz
Peptidil Prolil
8001 cis-trans 18000 7.9 1652 [zomeraz
[zomeraz A
Peptidil Prolil
9002 cis-trans 23727 9,9 7594 [zomeraz
[zomeraz B
Gliseraldehit 3
9106 fosfat 36030 8,7 13439 | Oksidorediiktaz
dehidrogenaz
EF-1 (Putative
9306 elongation | 5955 9,4 3061 | Uzama Faktorii
factor 1 alpha
like 3)
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Urokinaz Tip
9307 Plazminojen 48475 8,3 5618 Serin Proteaz
Aktivatoru

Glikobiyolojik Analiz Sonuglar::

Fibroblast ve fibrosarkoma lizat ile Fibroblast ve fibrosarkoma sekretom &rneklerinin
glikobiyolojik analizleri DIG glycan differentitation kit (Roche) ile gergeklestirildi. Bunun
icin lizat ve sekrotom orneklerine ait proteinler oncelikle %7,5’luk SDS-PAGE jeli
iizerinde ayristirildi. Herbir 6rnekten esit miktarda proteine (30 pg) elektroforez islemi
uygulandi. Elektroforez isleminde ornekler stacking jeli gecene kadar jel basina 10mA,
runing jelde islem bitene kadar 20 mA akim uygulandi. Elektroforez islemini takiben
jeller Semi-dry Blotting islemine tabi tutuldu. Semi-dry blotting islemi ile molekiil
agirliklarina goére ayrilan proteinler 0.45 mikron’luk nitroselliiloz membranlara transfer
edildi. Herbir membrana kit protokoliinde belirtildigi gibi digoxigenin ile isaretli GNA
(Galanthus nivalis), SNA (Sambucus nigra agglutinin), MAA (Maackia amurensis
agglutinin), PNA (Peanut agglutinin) ve DSA (Datura stramonium agglutinin) lektinleri
uyguland. Islem sonunda 6rnekteki proteinlerin glikan profilleri NBT/BCIP solusyonu ile
goriiniir hale getirildi ve dansitometre yardimi ile analizleri Quantity-One (Bio-Rad)
programi ile gergeklestirildi. Fibroblast ve fibrosarkoma lizat ile Fibroblast ve
fibrosarkoma sekretom 6rneklerinin glikobiyolojik analiz sonuglart Sekil 3.6, 3.7, 3.8, 3.9
ve 3.10°da gosterilmistir.
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Sekil 3.6. Glikan

2 3 4 3) 6
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stramonium agglutinin]: Kompleks ve hibrid tiirdeki N-glikanlarda ve O-glikanlarda Galaktoz beta [1-4]|
ile N-asetilgalaktozamin baglantisini tanimaktadir. Numune no 1: Protein Marker, 2: Fibroblast Lizat, 3:
Fibrosarkoma Lizat, 4: Fibroblast Sekretom, 5: Fibrosarkoma Sekretom, 6: Fetal Dana Serumu

1 2 2 4 5 6

Sekil 3.7. Glikan ayirtedici lektin kiti [GNA] kullanilarak yapilan glikoprotein analizi. GNA [Galanthus
ivalis agglutinin]: Yiiksek mannoz tiriindeki N-glikan zincirlerinde mannoz [1-2], [1-3], [1-6] ile
annoz baglantisin1 tanimaktadir. Numune no 1: Protein Marker, 2: Fibroblast Lizat, 3: Fibrosarkoma

Lizat, 4: Fibroblast Sekretom, 5: Fibrosarkoma Sekretom, 6: Fetal Dana Serumu
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1 2 3 4 5 6

Sekil 3.8. Glikan ayirtedici lektin kiti [MAA] kullanilarak yapilan glikoprotein analizi. MAA [Maackia
amurensis agglutinin]: N-glikan ve O-glikanlarda sialik asitin [2-3] ile galaktoz baglantili kompleks
sialik asit iceren karbonhidrat zincirlerini tanimaktadir. Numune no 1: Protein Marker, 2: Fibroblast
|Lizat, 3: Fibrosarkoma Lizat, 4: Fibroblast Sekretom, 5: Fibrosarkoma Sekretom, 6: Fetal Dana Serumu
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Sekil 3.9. Glikan aylrtedlcl Iektln k1t1 [PNA kullamlarak yapllan ghkoprotem anallzl PNA [Peanut
agglutinin]: O- gllkanlarda galaktoz [1 3] ile N- aset1lga1aktozamm baglantlh karbonhldrat zincirlerini
animaktadir. Numune no 1: Protém Marker . Flbroblast leat, &F Flbrosarkoma Lizat, 4: Fibroblast
Sekretom, 5: Flbrosarkoma Sekrétom 6 FetaI Dana Serumu i
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1 2 3 4 3) 6

Sekil 3.10. Glikan ayirtedici lektin kiti [SNA] kullanilarak yapilan glikoprotein analizi. SNA [Sambucus
nigra agglutinin]: N-glikan ve O-glikanlarda sialik asitin [2-6] ile galaktoz baglantili kompleks sialik
asit iceren karbonhidrat zincirlerini tanimaktadir. Numune no 1: Protein Marker, 2: Fibroblast Lizat, 3:
Fibrosarkoma Lizat, 4: Fibroblast Sekretom, 5: Fibrosarkoma Sekretom, 6: Fetal Dana Serumu

Glikobiyolojik Analiz Sonuclari:

Glikan ayirtedici lektin kitleri (DSA, GNA, MAA, PNA, SNA) kullanilarak yapilan glikoprotein
analizleri fibroblast lizat, fibrosarkoma lizat ve fibroblast sekretom ve fibrosarkoma sekretom
numunelerinde gergeklestirilmistir. Fibroblast ve fibrosarkoma lizat ve sekretom numunelerinde
lglikoproteinlerin seker ve baglant1 tiplerini belirleyen glikan ayirtedici lektin kitleri ile glikoproteinlerin
yaklasik molekiil agirliklar1 belirlenmis ve karsilagtirmali olarak yorumlanmistir.

Hiicre Lizat1 Orneklerinin Glikobiyolojik Analiz Sonuclari:

Yapilan analizde DSA lektini fibrosarkoma hiicre lizatinda yaklasik olarak 193 kDa, 181 kDa, 152 kDa,
138 kDa, 105 kDa, 100 kDa ve 96 kDa biiyiikliigiindeki proteinlere baglanmistir. Fibroblast hiicre lizati
ile karsilastirildiginda, fibrosarkoma hiicre lizatina ait Galaktoz ve N-asetilglikozamin bagli N- ve O-
glikanlart iceren bu molekiil agirhigindaki glikoproteinlerde artis gézlenmistir.
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'Yiiksek mannoz iceren N-glikan zincirlerine baglanan GNA lektini fibrosarkoma hiicre lizatinda yaklasik
olarak 100 kDa, 87 kDa, 78 kDa, 68 kDa ve 47 kDa biiyiikliigiindeki proteinlere baglanmistir. Fibroblast
hiicre lizati ile karsilastirildiginda, fibrosarkoma hiicre lizatinda 6zellikle 87 kDa, 68 kDa ve 47 kDa’luk
glikoproteinlerde belirgin bir artis gozlenmistir. Ayrica, fibrosarkoma hiicre lizatinda artis gosteren 68
kDa biiyiikliigiindeki glikoprotein kontrol fibroblast hiicre lizatinda gézlenmemistir.

Sialik asit (2-3) ile galaktoz baglantili N- ve O-glikanlar i¢eren glikoproteinlere baglanan MAA lektini
lile fibrosarkoma hiicre lizati analizinde yaklasitk 74 kDa, 65 kDa ve 41 kDa biyiikligiindeki
clikoproteinlerde fibroblast lizatina gore belirgin bir artis gdzlenmistir. Ozellikle fibrosarkoma hiicre
lizatinda gozlenen yaklasik 74 kDa ve 41 kDa biiyiikliigiindeki glikoproteinler fibroblast hiicre lizatinda
gozlenmemistir.

Galaktoz (1-3) N-asetil galaktozamin baglantili O-glikanlar1 igeren glikoproteinlere baglanan PNA
|lektini ile fibrosarkoma hiicre lizat1 analizinde 6zellikle yaklasik 110 kDa biiyiikliigiindeki glikoproteinde
fibroblast lizatina gore belirgin bir artig gozlenmistir

Sialik asit (2-6) ile galaktoz baglantili N- ve O-glikanlar i¢ceren glikoproteinlere baglanan SNA lektini ile
fibrosarkoma hiicre lizat1 analizinde yaklasik 143 kDa, 125 kDa, 106 kDa, 93 kDa, 83 kDa, 75 kDa ve 62
kDa biiyiikligiindeki glikoproteinlerde fibroblast lizatina gore ¢ok belirgin bir artis gézlenmistir.

Sekretom Orneklerinin Glikobiyolojik Analiz Sonuglari:

Galaktoz ve N-asetilglikozamin bagli N- ve O-glikanlari igeren glikoproteinlere baglanan DSA lektini ile
fibrosarkoma sekretom analizinde yaklasik olarak 296 kDa, 254 kDa, 229 kDa, 132 kDa, 105 kDa, 89
kDa, 81 kDa, 68 kDa, 57 kDa ve 26 kDa biiytikliigiindeki proteinlere baglanmistir. Fibroblast hiicre lizati
ile karsilastirildiginda, fibrosarcoma sekretomuna ait Galaktoz ve N-asetilglikozamin bagli N- ve O-
glikanlar1 iceren bu molekiil agirligindaki glikoproteinlerde fibroblast sekretomuna gore belirgin bir artis
g0zlenmistir.

Yiiksek mannoz igeren N-glikan zincirlerine baglanan GNA lektini fibrosarkoma sekretomu ile yapilan
analizde yaklasik olarak 87 kDa, 47 kDa ve 42kDa biiyiikliigiindeki proteinlere baglanmistir. Fibroblast
sekretomu ile karsilastirildiginda, fibrosarkoma sekretomunda o6zellikle yaklasik 87 kDa ve 47 kDa
biiyiikliigiindeki glikoproteinlerde tipik bir artis ve 42 kDa’luk glikoprotein de ise belirgin bir artig
g0zlenmistir.

Sialik asit (2-3) ile galaktoz baglantili N- ve O-glikanlar i¢eren glikoproteinlere baglanan MAA lektini
lile fibrosarkoma sekretom analizinde yaklasik 165 kDa, 158 kDa, 148 kDa, 137 kDa, 103 kDa, 90 kDa,
84 kDa, 71 kDa, 69 kDa, 57 kDa, 53 kDa ve 36 kDa biiylikliigiindeki glikoproteinlerde fibroblast
sekretomuna gore artig gézlenmistir. Ozellikle fibrosarkoma sekretomundaki 90 kDa 84 kDa, 57 kDa, 53
kDa ve 36 kDa biiyiikliigiindeki glikoproteinlerdeki artis daha belirgindir.

Galaktoz (1-3) N-asetil galaktozamin baglantili O-glikanlar1 iceren glikoproteinlere baglanan PNA
lektini ile fibrosarkoma sekretom analizinde yaklasik 162 kDa, 91 kDa, 86 kDa, 79 kDa 69 kDa 60 kDa
ve 55 kDa biiyiikliigiindeki glikoproteinlerde fibroblast sekretomuna gore belirgin bir artis gdzlenmistir.
Sialik asit (2-6) ile galaktoz baglantili N- ve O-glikanlar iceren glikoproteinlere baglanan SNA lektini ile
fibrosarkoma sekretomu analizinde yaklasik 122 kDa, 104 kDa, 78 kDa, 72 kDa, 66 kDa ve 23 kDa
biiyiikliigiindeki glikoproteinlerde fibroblast sekretomuna goére ¢ok belirgin bir artis gdzlenmistir.
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V.

Sonuc ve Oneriler

Iki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi (2D-PAGE) ve s1v1 kromatografi-ardisik kiitle
spektrometresi (LC-MS/MS) kullanilarak yapilan karsilastirmali proteomik analizler
giinimiize kadar akciger kanseri, prostat kanseri ve kolon kanseri basta olmak {lizere
bircok kanser tiirinde uygulanmistir. Bu ¢alismalar sonucunda identifiye edilen
proteinlerin kanserin diagnozunda ve prognozunda onemli olduklar1 ortaya kondugu gibi
kanserin molekiiler mekanizmasinin agiga kavusmasinda da etkili olmuslardir. Bununla
birlikte bu yonde yapilan proteomik ¢alismalar ile tiimor belirteglerinin kesfinde 6nemli
adimlar atilmistir.

Calismada 2D-PAGE ile birlikte LC-MS/MS yontemleri kullanilarak insan fibrosarkoma
ve fibroblast hiicre hatlarinin karsilastirmali proteomik analizleri gergeklestirilmistir.
Bunun i¢in hem fibrosarkoma hem de fibroblast hiicre hatlarindan hiicre i¢i proteinlerinin
analiz edilmesi amaciyla hiicre lizati, hiicre digina salgilanan proteinlerin analiz edilmesi
amaciyla sekretom Ornekleri olusturulmustur. Fibrosarkoma ve fibroblast hiicre lizati
orneklerinin karsilagtirmali analizinde spotlarin yogunluk degerleri % 95 giiven araliginda
student t-test ile analiz edilmistir (p<0,05). Yapilan istatistik sonucunda 13 protein
ekspresyonu fibrosarkomada anlamli derecede yiiksek bulunmus, 1 protein ekspresyonu
ise fibrosarkomada anlamli derecede diisiik bulunmustur. Toplamda istatistiksel olarak
anlamli bulunan 14 proteinin identifikasyon islemi kiitle spektrometresi ile
gerceklestirilmistir. Sekretom 6rnekleri kalitatif olarak karsilastirilmis olup fibrosarkoma
sekretomunda go6zlemlenip fibroblast sekretomunda gozlemlenmeyen dansiteleri en
yiiksek olan 13 protein kiitle spektrometresi ile identifiye edilmistir. Hem hiicre lizati
orneklerinde hem de sekretom oOrneklerinde tanimlanan bu proteinlerin kanserde hiicre
proliferasyonu, hiicre farklilagmasi, invazyon, metastaz ve apoptozis ile ilgili
fonksiyonlar1 oldugu bilinmektedir.

Normal ve kanser hiicre hatlarinin potansiyel tiimor belirte¢leri aranmasi amaciyla yapilan
karsilastirmali proteomik analizlerinde en degerli bilgi sekretom 6rneklerinden elde edilen
bilgidir. Bunun nedeni sekretom Orneklerinde farkli ekspresyon gosteren proteinlerin
hiicre disina salgilanan proteinler olmasi1 ve bu proteinlerin kan ve idrar gibi biyolojik
sivilarda tespit edilebilme olasiliginin bulunmasidir. Proje ¢alismasinda 6zellikle sekretom
orneklerinde identifikasyonu yapilan SPARC, kalretikulin, amiloid B A4 (APP751
Izoformu), Galektin-1, alfa enolaz, iirokinaz tip plazminojen aktivatorii, peptidil prolil cis-
trans izomeraz A ve B hiicre disina salgilanan proteinler olup fibroblast sekretomu ile
karsilastirildiginda sadece fibrosarkoma sekretomunda ekspresyonuna rastlanmistir.
Sekretomda identifikasyonu yapilan bu proteinlerin fibrosarkoma i¢in potansiyel tiimor
belirtegleri olarak hizmet edebilecekleri diisiiniilmektedir.

Hiicre lizat1 o6rneklerinde identifikasyonu yapilan ve fibrosarkomada ekspresyonu artan
proteinler olan protein disiilfit izomeraz A6, endoplazmin, HSP-60 (Heat Shock Protein
60), protein NDRG1, TCP-1-¢ (T Complex Protein 1 subunit epsilon), GRP-75
(Mortalin), TCP-1-B (T Complex Protein 1 subunit beta), protein disiilfit izomeraz A3,
STI1 (Stress Induced Phosphoprotein 1), peptidil prolil cis-trans izomeraz A, transgelin-2,
heterojen niikleer riboniikleoprotein A2/B1 ve ekspresyonu azalan MVP (Major Vault
Protein)’in  fibrosarkomanin  molekiiler = mekanizmasinin,  patogenezinin  ve
karsinogenezinin anlagilmasina katkida bulunacag: diistiniilmektedir.
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Fibroblast lizat, fibrosarkoma lizat ve fibroblast sekretom ve fibrosarkoma sekretom
numunelerinde Glikan ayirtedici lektin Kitleri (DSA, GNA, MAA, PNA, SNA) ile yapilan
analizlerde ortaya ¢ikan glikoprotein yapilarindaki karbonhidrat farkliliklar
fibrosarkomanin molekiiler patogenezinde N-glikan ve O-glikanlarin rol aldigimm
gostermektedir. Ozellikle, DSA ve GNA lektinlerin sirastyla baglandigi; Galaktoz beta (1-
4) ile N-asetilglikozamin bagli N- ve O-glikanlart igeren yaklasik 105 kDa
biiyiikliigiindeki glikoprotein ile mannoz alfa (1-3), alfa (1-6) ya da alfa (1-2) ile mannoz
arasindaki bagli N-glikanlar1 i¢eren yaklasik 87 kDa biiyiikliigiindeki glikoproteinin hem
fibrosarkoma lizatinda ve hem de fibrosarkoma sekretomunda belirgin bir sekilde
gozlenmesi yaklasik 87 kDa ve 105 kDa biiyiikliigiindeki bu glikoproteinlerin giiglii bir
tiimor belirteci olabileceklerini gostermektedir.

Bu calismada hem hiicre lizatt hem de sekretom 6rneklerinde identifikasyonu yapilan bu
proteinlerin ileride yapilacak olan klinik ¢alismalar ile fibrosarkoma i¢in potansiyel timor
belirteci ve ilag¢ hedefi olarak kullanilabilirlikleri aydinlatilacaktir.

Gilinlimiize kadar kanserin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmas: ve potansiyel yeni
tiimor belirteclerinin aranmasi amaciyla birgok kanser tiiriinde karsilastirmali proteomik
analizler gerceklestirilmis olup, fibrosarkoma ve fibroblast hiicre hatlar1 ile yapilan bu
proteomik ve glikobiyolojik ¢alismanin literatiire ayrica katki saglayacagi gibi ileride bu
konu ile ilgili yapilacak klinik ¢aligsmalara da temel teskil edecegi kanisinday1z.

VI. Gelecege iliskin Ongoriilen Katkilar

Kanser hiicre (fibrosarkoma) hattinda potansiyel tiimor belirtecleri aranmasi amaciyla
yapilan karsilastirmali proteomik analizlerinde lizat ve sekretom 6rneklerinden elde edilen
sonuglar gelecekte fibrosarkoma i¢in potansiyel tiimdr belirteglerinin aranmasi ve
arastirtlmasinda kullanilabilecek 6nemli bilgilerdir.

VIl.  Saglanan Altyap:r Olanaklari ile Varsa Gerceklestirilen Projeler
Yok

VIII. Saglanan Altyap1 Olanaklariin Varsa Bilim/Hizmet ve Egitim Alanlarindaki
Katkilari

Yok
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e Tiiketime Yo6nelik Mal ve Malzeme Alimlar1 I¢in Harcanan: 24.955,82 TL
e Hizmet Alimlani Icin Harcanan: 22.833,00 TL
e Harcanan Toplam: 47.788,82 TL
e Kalan: 1.164,18 TL
Makine ve Teghizatin Konumu ve Ilerideki Kullanimina Dair Agiklamalar
Teknik ve Bilimsel Ayrintilar (varsa Kesim III'de yer almayan analiz ayrintilari) : Yok

Sunumlar (bildiriler ve teknik raporlar) (Altyap: Projeleri icin uygulanmaz): Yok
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Projeden yapilan yaym: Meral O., Uysal H., (2014). Comparative Proteomic
Analysis of Fibrosarcoma and Skin Fibroblast Cell Lines. Tumor Biology, 36 (2): 561-
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NOT: Verilen sonu¢ raporu bir (1) niisha olarak ciltsiz sekilde verilecek, sonu¢ raporu Komisyon onayindan
sonra ciltlenerek bir kopyasinin yer aldigi CD ile birlikte sunulacaktir. Sonu¢ raporunda proje
sonuclarmi iceren, ISI’ nin SCI veya SSCI veya AHCI dizinleri kapsaminda ve diger uluslar arasi
dizinlerce taranan hakemli dergilerde yaymlanmis makaleler, III. Materyal ve Yontem ve IV. Analiz ve
Bulgular béliimleri yerine kabul edilir.
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