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RAPOR FORMATI 

 

     Bilgisayarda 12 punto büyüklüğünde karakterler ile, tercihan "Times New Roman" stili kullanılarak yazılacak ve   

     aşağıdaki kesimlerden (alt kesimler de dahildir) oluşacaktır.  

I. Projenin Türkçe ve İngilizce Adı ve Özetleri  

Projenin Türkçe Adı: Fibrosarkoma ve Deri Fibroblast Hücre Hatlarının Karşılaştırmalı 

Proteomik ve Glikobiyolojik Analizleri 

Projenin İngilizce Adı: Comparative Proteomic and Glycobiological Analysis of 

Fibrosarcoma and Fibroblast Cell Lines 

Projenin Türkçe Özeti:  

Proteom genom tarafından kodlanan proteinleri tanımlar. Bir hücrenin, organın veya 

organizmanın belirli bir zaman ve mekanda sahip olduğu (izoformlar, polimorfizimler, ve 

sentez sonrası değişimler de dahil olmak üzere) tüm proteinlerin toplamıdır. Bir 

organizma vücudunun farklı bölgelerinde, hücre döngüsünün farklı evrelerinde ve farklı 

çevre koşullarında farklı protein ekspresyonlarına sahiptir. Proteomik, dinamik bir terim 

olup farklı koşullarda hücre, doku veya vücut sıvılarındaki proteinlerin kantitatif analiz 

teknolojisi olarak tanımlanır. Kıyaslamalı proteomik ise iki farklı durum arasındaki 

(normal ve hastalık, yaşlı ve genç) ekspresyonun karşılaştırılmasına dayanır. Sabit bir yapı 

olan ve bir organizma için çok iyi tanımlanabilen genomun aksine proteom, hücreden 

hücreye farklılık gösterir ve iç ve dış uyaranlara yanıt olarak biyokimyasal etkileşimler 

aracılığı ile sürekli bir değişim halindedir. 

Proteomun analiz edilmesi olarak da kısaca tanımlanabilen “proteomiks” ifadesi ise 

pratikte, geniş çaplı protein ayırma ve tanımlama tekniklerinin kullanılması ile yapılan 

proteom çalışması olarak tanımlanmaktadır. Proteomiks, biyoloji, biyoinformatik ve 

protein biyokimyasını içeren disiplinler arası bir bilim dalıdır ve günümüzde proteomik 

analiz teknikleri sayesinde protein komponentlerinin ayrıntılı moleküler tanımlanması ve 

analizleri yapılabilmektedir. Bu sayede hastalıkların patogeneziyle ilişkili diagnostik ve 

prognostik yönden faydalı olabilecek belirteçlerin bulunabilme imkanı sağlanmaktadır. 

Son yıllarda birçok kanser türünde bu kanser türleri için spesifik biyolojik belirteçlerin 

bulunmasına yönelik çok sayıda proteomik çalışma yapılmıştır.  

Glikobiyoloji ise doğada yaygın şekilde bulunan şeker zincirlerinin yapılarını, 

biyosentezlerini ve biyolojik görevlerini çalışan yeni bir araştırma alanıdır. Glikozilasyon 

ökaryotlarda görülen post translasyonal modifikasyonlardandır ve glikan yapılarının 

kanserde değişime uğradıkları bilinmektedir. Uzun yıllardan beri bilinmektedir ki kanser 

hücrelerindeki oligosakkaritler normal hücrelerdekinden daha farklıdırlar. 

Çalışmamızda insanlarda görülen fibrosarkoma için biyolojik belirteç aranması ve 

glikozilasyondaki değişimlerin saptanması hedeflenmiştir. Bunun için insan fibrosarkoma 

ve deri fibroblast hücre hatlarının karşılaştırmalı proteomik analizleri yapılarak, farklı 

protein ekspresyonları belirlenerek bu proteinler karakterize edilmiş ve lektinler 

yardımıyla iki hücre hattındaki glikozilasyon farklılıkları ortaya konulmuştur. 
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Proje çalışmasında özellikle sekretom örneklerinde identifikasyonu yapılan SPARC, 

kalretikulin, amiloid β A4 (APP751 İzoformu), Galektin-1, alfa enolaz, ürokinaz tip 

plazminojen aktivatörü, peptidil prolil cis-trans izomeraz A ve B hücre dışına salgılanan 

proteinler olup fibroblast sekretomu ile karşılaştırıldığında sadece fibrosarkoma 

sekretomunda ekspresyonuna rastlanmıştır. Sekretomda identifikasyonu yapılan bu 

proteinlerin fibrosarkoma için potansiyel tümör belirteçleri olarak hizmet edebilecekleri 

düşünülmektedir.  

Hücre lizatı örneklerinde identifikasyonu yapılan ve fibrosarkomada ekspresyonu artan 

proteinler olan protein disülfit izomeraz A6, endoplazmin, HSP-60 (Heat Shock Protein 

60), protein NDRG1, TCP-1-ε (T Complex Protein 1 subunit epsilon), GRP-75 

(Mortalin), TCP-1-β (T Complex Protein 1 subunit beta), protein disülfit izomeraz A3, 

STI1 (Stress Induced Phosphoprotein 1), peptidil prolil cis-trans izomeraz A, transgelin-2, 

heterojen nükleer ribonükleoprotein A2/B1 ve ekspresyonu azalan MVP (Major Vault 

Protein) ile sekretomda identifikasyonu yapılan diğer proteinlerin fibrosarkomanın 

moleküler mekanizmasının, patogenezinin ve karsinogenezinin anlaşılmasına katkıda 

bulunacağı düşünülmektedir.  

Fibroblast lizat, fibrosarkoma lizat ve fibroblast sekretom ve fibrosarkoma sekretom 

numunelerinde Glikan ayırtedici lektin kitleri (DSA, GNA, MAA, PNA, SNA) ile yapılan 

analizlerde ortaya çıkan glikoprotein yapılarındaki karbonhidrat farklılıkları 

fibrosarkomanın moleküler patogenezinde N-glikan ve O-glikanların rol aldığını 

göstermiştir. 

 

Projenin İngilizce Özeti: 

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 β 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-ε (T Complex 

protein 1 subunit epsilon), GRP-75 (Mortal's ), TCP-1-β (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. 

II. Amaç ve Kapsam  

Proteomik teknolojisinin gelişmesi ile birlikte kanserde diagnostik ve prognostik öneme 

sahip kanser belirteçlerinin keşfinde önemli adımlar atılmıştır. Kan proteomik 

çalışmalarındaki büyük sınırlama bilim adamlarını kanser belirteçleri keşfinde hücre 

kültürü ile bağlantılı proteomik çalışmaları gibi yeni metodlar aramaya yöneltmiştir (1, 2). 

Kanserli hücrelerden salgılanan proteinler farklılaşmada, invazyonda, metastazda ve 

hücre-hücre ve hücre-ekstraselüler matriks etkileşimlerini düzenleyerek kanserin 

anjiyogenezinde rol alan temel moleküllerdir. Daha önemlisi kanserli hücrelerden 

salgılanan bu proteinler daima kan ve idrar gibi vücut sıvılarına girerler ve 

ölçülebilmektedirler (3). 

Günümüzde proteomik teknolojileri bu proteinlerin analizinde başlıca kaynaklardır. Kütle 

spektrometresindeki etkili gelişim, biyoinformatik ve analitik teknikler ile proteomik 

yaklaşım kanserde salgılanan bu proteinlerin analizlerinde ve belirteç keşiflerinde 

gelişmeye yol açmıştır (4, 5, 6, 7, 8, 9). 
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İki boyutlu jel elektroforezi ile bağlantılı kütle spektrometresi klasik ve istikrarlı bir 

proteomik yaklaşımdır (4). Bu metod kompleks protein bileşimlerinin yüksek kararlılıkta 

ayrılmasına olanak sağlar. İki boyutlu jel elektroforezi ile bağlantılı kütle spektrometresi 

ile proteomik analiz başta akciğer kanseri olmak üzere birçok kanser türünde kanser 

belirteci aranması amacıyla sıklıkla kullanılmaktadır (5, 6, 7, 8). 

Kanserli hücrelerden salgılanan proteinler dışında bu hücrelerde bulunan 

karbonhidratların normal hücrelerdekine göre değişime uğradıkları uzun süreden beri 

bilinmektedir. Bu değişim kanserde tümörün büyümesine, farklılaşmasına, değişimine, 

adhezyonuna ve metastazına etki edebilmektedir (10, 11). 

Bu çalışmada normal fibroblast ve fibrosarkoma hücrelerinin sitozol proteinleri ile hücre 

dışına salgıladıkları proteinlerin, iki farklı hücre hattında farklarının ortaya konulması 

hedeflenmiştir. Sitozol proteinlerinin araştırılması için hücreler hücre kültüründe 

üretildikten sonra toplanıp lize edilerek oluşturulan örnekler incelenerek, hücre dışına 

salgılanan proteinler hücre kültürlerinden elde edilen conditioned medium’ların analizi ile 

yapılmıştır. Bunun için fibrosarkoma ve normal fibroblast hücre kültürlerinden ayrı ayrı 

elde edilen conditioned medium ve hücre lizatlarının protein profilleri iki boyutlu jel 

elektroforezi ile ortaya konulmuştur. Daha sonra normal deri fibroblast ve fibrosarkoma 

hücrelerinde eksprese edilen farklı proteinlerin karakterize edilmesi kütle spektrometresi 

ile gerçekleştirilmiş ve normal ve kanserli fibroblast hücreleri arasındaki protein 

farklılıkları ortaya konulmuş hastalık spesifik protein belirteçlerinin (biyomarker) 

aranması ve karakterize edilmesi amaçlanmıştır. İki hücre hattındaki karbonhidrat 

profilindeki farklılıkların ortaya konulması ise DIG Glycan Detection Kit kullanılarak 

Semi-Dry Blotting tekniği ile gerçekleştirilmiştir. 

 

III. Materyal ve Yöntem  

Hücre Kültürlerinin Hazırlanması: 

Proje çalışmasında insan deri fibroblast hücre hattı olan CCD-1135Sk hücre hattı (ATCC: 

CRL-2691) ve insan fibrosarkoma hücre hattı olan HT-1080 (ATCC: CCL-121) hücre 

hatları kullanıldı. Çalışmada kullanılan her iki hücre hattı için DMEM/F12 (Dulbecco's 

Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12) besiyeri kullanıldı. Her iki hücre hattı da 

% 10 Fetal Dana Serumu (FBS) ve 50 mg/l gentamisin içeren besiyerleri içerisinde, 37 

°C’de ve % 5 CO2 içeren ortam sağlayan hücre kültürü inkübatöründe üretildi. Hücrelerin 

besiyerleri her gün değiştirildi. 

Hücre Lizatı Örneklerinin Oluşturulması: 

Her iki hücre hattı 75 cm2’lik flasklarda üretilip ~% 70 yoğunluğa ulaştıklarında 

besiyerleri uzaklaştırılarak Ca ve Mg tuzları içermeyen PBS ile bir kere yıkandı. Yıkanan 

hücrelerin üzerine PBS-EDTA çözeltisi ilave edilerek 8-10 dakika hücre kültürü 

inkübatöründe hücrelerin yüzeyden ayrılmaları beklendi. Hücreler 2 kere PBS çözeltisi ve 

son olarak bir kere sukroz çözeltisi ile yıkandı. Son yıkama sonrası süpernatant 

uzaklaştırılarak hücreler lizis tamponu ile lize edildi ve daha sonra 2-D PAGE işleminde 

kullanılmak üzere - 80 °C’de saklandı. 
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Sekretom Örneklerinin Oluşturulması: 

Sekretom örnekleri için her iki hücre hattı da 175 cm2’lik flasklarda üretildi. Yoğunlukları  

~% 70 ‘e ulaşan hücrelerin besiyerleri uzaklaştırılarak Ca ve Mg tuzları içermeyen PBS 

ile üç kere yıkandı. Yıkanan hücrelerin üzerine FBS içermeyen besiyerleri ilave edilerek 

hücre kültürü inkübatöründe 24 saat muhafaza edildi. FBS içermeyen besiyerlerine TCA 

ile protein çöktürme yöntemi uygulandı. Örnekler son konsantrasyonu % 20 TCA olacak 

şekilde hazırlandı. Çöken protein peleti TCA’nın tamamen uzaklaştırılması için soğuk 

etanol ile üç kere yıkandı. Pelet lizis tamponu ile lize edildi. Oluşturulan sekretom 

örnekleri daha sonra iki boyutlu jel elektroforezi işleminde kullanılmak üzere - 80 °C’de 

saklandı. 

Hücre Canlılığının Kontrolü (Tripan Mavisi Testi): 

Hücre canlılığının kontrolü için hem hücre lizatı örneklerinin hem de sekretom 

örneklerinin oluşturulma aşamasından önce tripan mavisi ile hücre canlılık testi 

uygulandı. Hücre canlılığı kontrolü hücre lizatı örneklerinde hücreler lize edilmeden önce 

gerçekleştirildi. Sekretom örneklerinde ise hücreler 24 saat FBS içermeyen besiyerinde 

muhafaza edildikten sonra hücrelere canlılık testi uygulandı. Bunun için her iki örnek 

grubu için de mevcut besiyerleri ve tripsinize edilerek kaldırılan hücreler beraber 3000 

rpm’de 10 dakika santrifüj edildi. Süpernatant uzaklaştırıldı ve yerine % 10 FBS içeren 

besiyerleri ilave edilerek hücreler süspansiyon haline getirildi. Daha sonra süspansiyondan 

100 µl ve tripan mavisinden 100 µl alınarak ayrı bir ependorf tüpte karıştırıldı ve 5 dakika 

boyunca ölü hücrelerin boyanması için beklendi. Bu süre sonunda ışık mikroskobu altında 

boya alan ölü hücreler ve boya almayan canlı hücreler Neubauer Lamı yardımıyla 

sayılarak hücre canlılığı yüzde olarak hesaplandı. 

Protein Miktar Tayini: 

 

Oluşturulan hücre lizatı ve sekretom örneklerinin protein miktar tayinleri Antharavally ve 

ark. (2009) bildirdikleri şekilde gerçekleştirildi. Protein miktar tayininde standart olarak 

125, 250, 500, 1000 ve 2000 µg/ml konsantrasyonlarında sığır serum albümini (BSA) 

kullanıldı. Örnekler ve standartlar üç tekrarlı çalışılarak ortalamaları alındı. 

2D-PAGE ile Proteinlerin Ayrılması: 

Protein miktarları hücre lizatı örnekleri için 250 µg ve sekretom örnekleri için 75 µg 

olacak şekilde örnekler rehidrasyon tamponuyla karıştırılarak son hacmi 250 µl olacak 

şekilde ayarlandı. İzoelektrik odaklama işleminde13 cm uzunluğunda ve pH 3-10 

aralığındaki Immobilize pH Gradient (IPG) stripler kullanıldı. Pasif rehidrasyon 15 saat 

boyunca uygulandı. Pasif rehidrasyon işlemi sonunda izoelektrik odaklama işlemi 4 

basamakta yapıldı. İkinci boyut jel elektroforezi % 12,5’luk SDS-PAGE ayırma jelinde 

gerçekleştirildi. Örnekleri içeren 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 üzerine dikkatlice yerleştirildi. Jel başına ilk 30 dakika 10 mA daha sonra 

izleme boyası jelin altına ulaşıncaya kadar jel başına 20 mA sabit akımda işlem 

gerçekleştirildi. İşlem yaklaşık 6 saat sürdü. Elektroforez işlemi tamamlanan jeller cam 

plakalar arasından dikkatlice çıkartıldıktan sonra jellerin boyama işlemlerine geçildi.  
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Jellerin Kolloidal Coomassie Mavisi ile Boyanması: 

Elektroforez işlemi biten jellerin boyama işlemi Dyballa ve Metzger (2009) bildirdikleri 

şekilde gerçekleştirildi. Bunun için öncelikle kolloidal Coomassie mavisi çözeltisi 

hazırlandı. Jeller distile su ile 10’ar dakika olmak üzere 3 kere yıkandı. Yıkama işlemi 

sonunda jeller kolloidal Coomassie mavisi çözeltisine koyularak gece boyunca bekletildi. 

Boyanan jeller tekrar 10’ar dakika 3 kere distile su ile yıkandı. Yıkama sonrasında jeller 

boya çıkarma çözeltisinde 4 saat bekletildi. Jellerdeki fazla boyaların temizlenmesi 

sağlanarak protein spotları görünür hale getirildi.  

Jellerin Görüntülenmesi ve Analizi: 

Jeller dansitometre yardımı ile görüntülendikten sonra jellerin analizi PDQuest (Bio-Rad) 

programı ile gerçekleştirildi. Her bir örnek için 3 tekrar yapılan çalışmada bütün jeller 

programa tanıtılarak fibrosarkoma ve fibroblast hücre lizatı örnek tekrarları kendi 

aralarında, fibrosarkoma ve fibroblast sekretom örnek tekrarları kendi aralarında olmak 

üzere eşleştirilmeleri yapıldı. Eşleştirilen jel görüntülerinden hücre lizatı ve sekretom 

gruplarında yer alan örnek tekrarlarının analizleri kendi aralarında gerçekleştirildi. Bu 

analiz sekretom grubu için kalitatif, hücre lizatı grubu için ise kantitatif olarak 

değerlendirildi. 

İstatistiksel Analiz: 

Hücre canlılık testi üç tekrarlı çalışılan her bir örnek grubuna uygulanarak sonunda elde 

edilen veriler yüzde olarak hesaplandı ve standart sapmaları belirlendi. Sekretom 

grubunun karşılaştırmalı analizi PDQuest programı vasıtasıyla kalitatif olarak 

gerçekleştirildi. Kalitatif değerlendirme için jel arka planı dansitesine göre 30 kat ve 

üstündeki farka sahip olan spotlar seçildi. Hücre lizatı grubunun karşılaştırmalı analizi 

PDQuest programı vasıtasıyla kantitatif olarak gerçekleştirildi ve elde edilen spotların 

yoğunluk değerleri % 95 güven aralığında (p<0,05) student t-test ile analiz edildi.  

Protein Spotlarının Triptik Parçalanması ve LC-MS/MS ile Protein İdentifikasyonu: 

Seçilen protein spotlarının triptik parçalanması ve LC-MS/MS ile protein identifikasyonu 

TÜBİTAK Marmara Araştırma Merkezi Gen Mühendisliği ve Biyoteknoloji 

Enstitüsü’nde gerçekleştirildi. Protein spotlarının triptik parçalanması Wilm ve ark. 

(1996) bildirdikleri şekilde gerçekleştirildi. LC-MS/MS ile Protein İdentifikasyonu için 

LC-ESI-qTOF (nanoACQUITY ultra presssure liquid chromatography (UPLC) and 

SYNAPT high definition mass spectrometer with nanolockspray ion source, Waters) 

sistemi kullanıldı. Peptid kütle ölçümleri düşük enerjili çarpışmalarda, peptid dizi 

verilerinin toplanması yüksek enerjili çarpışmalarda gerçekleştirildi. Tandem kütle 

spektrumu, ProteinLynx Global Server v2.4 (PLGS) (Waters Corp., Milford, MA) ile 

analiz edildi. Protein dizi veritabanı olarak Uniprot kullanıldı.    

Glikobiyolojik Analizler: 

Hem lizat hem sekretom örneklerinin glikobiyolojik analizleri DIG glycan differentitation 

kit (Roche) ile gerçekleştirildi. Bu analiz için öncelikle %7,5’luk SDS-PAGE jeli 

hazırlandı. Herbir örneğin eşit miktarda protein (30 µg) içeren hacimlerine elektroforez 

işlemi uygulandı. Elektroforez işleminde örnekler stacking jeli geçene kadar jel başına 

10mA, runing jelde işlem bitene kadar 20 mA akım uygulandı. Elektroforez işlemini 

takiben jeller semi-dry blotting işlemine tabi tutuldu. Semi-dry blotting işlemi ile molekül 
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ağırlıklarına göre ayrılan proteinler 0.45 mikron’luk nitrosellüloz membranlara transfer 

edildi. Herbir membrana kit protokolünde belirtildiği gibi digoxigenin ile işaretli GNA 

(Galanthus nivalis), SNA (Sambucus nigra agglutinin), MAA (Maackia amurensis 

agglutinin), PNA (Peanut agglutinin) ve DSA (Datura stramonium agglutinin) uygulandı. 

İşlem sonunda örnekteki proteinlerin glikan profilleri NBT/BCIP solusyonu ile görünür 

hale getirildi ve dansitometre yardımı ile analizleri Quantity-One (Bio-Rad) programı ile 

gerçekleştirildi.   

IV. Analiz ve Bulgular 

Hücre Canlılık Testi Sonuçları: 

Fibroblast ve fibrosarkoma hücre lizatı örneklerinde hücreler lize edilmeden önce 

hücrelere canlılık testi uygulandı ve hücre canlılık oranları sırasıyla % 98,5 ve % 98,6 

olarak bulundu. Sekretom örneklerinde ise hücrelere 24 saat FBS içermeyen besiyerinde 

muhafaza edildikten sonra hücre canlılık testi uygulandı ve hücre canlılık oranları 

fibroblast örnekleri için % 95,7 fibrosarkoma örnekleri için % 94,7 bulundu.  

 

 

Şekil 3.1. Hücre lizatı ve sekretom örneklerinin hücre canlılık oranları. 

 

Hücre Lizatı Örneklerinin 2D-PAGE Sonuçları: 

Hücre lizatı grubunun iki boyutlu jel elektroforezi sonucunda PDQuest programı ile 

yapılan analizlerinde fibrosarkoma hücre lizatı örnek tekrarlarında sırasıyla toplam spot 

sayıları 489, 448 ve 430, toplam dansiteleri 4610, 4523 ve 4367, master jele göre eşleşen 

spot sayıları 489, 419 ve 386, master jele göre eşleşmeyen spot sayıları 0, 29 ve 44 ve 

master jele göre eşleşme yüzdeleri 100, 93 ve 89 olarak bulundu. Fibroblast hücre lizatı 

örnek tekrarlarında sırasıyla toplam spot sayıları 210, 212 ve 243, toplam dansiteleri 4548, 

4416 ve 4477, master jele göre eşleşen spot sayıları 163, 173 ve 178, master jele göre 

eşleşmeyen spot sayıları 47, 39 ve 65, master jele göre eşleşme yüzdeleri 77, 81 ve 73 

olarak bulundu. 
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Şekil 3.2. Fibroblast hücre lizatı (A) ve fibrosarkoma hücre lizatı (B) örneklerinin 2D-PAGE analizi sonrası kolloidal 

Coomassie mavisi ile boyanması sonucu elde edilen protein spotlarına ait jel görüntüleri. 

Fibrosarkoma hücre lizatı örnek tekrarları ile fibroblast hücre lizatı örnek tekrarları 

karşılaştırmalı olarak kantitatif değerlendirildi. Kantitatif değerlendirilme yapılırken 

fibrosarkoma hücre lizatı örnek tekrarlarında fibroblast hücre lizatı örnek tekrarlarına göre 

ekspresyonu artan veya azalan protein spotları değerlendirilmeye alındı. Önemli düzeyde 

değişimin ortaya konması amacıyla istatistiksel analiz olarak t-testi kullanıldı ve bunun 

sonucunda 14 spot için önemli fark belirlendi (p<0,05). 
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Şekil 3.3. Hücre lizatı grubunda identifiye edilen protein spotlarının jel (fibrosarkoma hücre lizatı örneğine ait) üzerindeki 

görüntüleri. 

 

Sekretom Örneklerinin 2D-PAGE Sonuçları: 

Sekretom grubunun iki boyutlu jel elektroforezi sonucunda PDQuest programı ile yapılan 

analizlerinde fibrosarkoma sekretom örnek tekrarlarında sırasıyla toplam spot sayıları 123, 

113 ve 119, toplam dansiteleri 1298, 1278 ve 1293, master jele göre eşleşen spot sayıları 

123, 107 ve 115, master jele göre eşleşmeyen spot sayıları 0, 6 ve 4 ve master jele göre 

eşleşme yüzdeleri 100, 94 ve 96 olarak bulundu. Fibroblast sekretom örnek tekrarlarında 

sırasıyla toplam spot sayıları 92, 89 ve 103, toplam dansiteleri 1253, 1249 ve 1278, master 

jele göre eşleşen spot sayıları 35, 35 ve 38, master jele göre eşleşmeyen spot sayıları 57, 

54 ve 65, master jele göre eşleşme yüzdeleri 38, 39 ve 36 olarak bulundu.  
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Şekil 3.4. Fibroblast sekretom (A) ve fibrosarkoma sekretom (B) örneklerinin 2D-PAGE analizi sonrası kolloidal Coomassie 

mavisi ile boyanması sonucu elde edilen protein spotlarına ait jel görüntüleri. 
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Fibrosarkoma sekretom örnek tekrarları ile fibroblast sekretom örnek tekrarları 

karşılaştırmalı olarak kalitatif değerlendirildi. Kalitatif değerlendirme için jel arka planı 

dansitesine göre 30 kat ve üstündeki farka sahip olan spotlar seçildi. Kalitatif 

değerlendirme fibrosarkoma sekretom örnek tekrarlarında yer alan fakat fibroblast 

sekretom örnek tekrarlarında yer almayan spotlar arasında gerçekleştirildi. Değerlendirme 

sonucunda 13 adet spot belirlendi. 

 

Şekil 3.5. Sekretom grubunda identifiye edilen protein spotlarının jel (fibrosarkoma sekretom örneğine ait) üzerindeki 

görüntüleri. 

Hücre Lizatı Örneklerinin LC-MS/MS Sonuçları: 

Hücre lizatı örneklerinde seçilen spotların LC-MS/MS ile protein identifikasyonları 

sonucunda PLGS skorları en yüksek olan proteinler değerlendirmeye alındı. Fibrosarkoma 

hücre lizatı örnek tekrarlarında fibroblast hücre lizatı örnek tekrarlarına göre ekspresyonu 

azalan tek spot olan 3902 numaralı spot MVP (Major Vault Protein) olarak belirlendi. 

Fibrosarkoma hücre lizatı örnek tekrarlarında fibroblast hücre lizatı örnek tekrarlarına 

göre ekspresyonu artan diğer 13 spot; 1506 numaralı spot protein disülfit izomeraz A6, 

1903 numaralı spot endoplazmin, 2605 numaralı spot HSP-60 (Heat Shock Protein 60), 

3413 numaralı spot protein NDRG1, 3602 numaralı spot TCP-1-ε (T Complex Protein 1 
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subunit epsilon), 3707 numaralı spot GRP-75 (Mortalin), 4505 numaralı spot TCP-1-β (T 

Complex Protein 1 subunit beta), 4601 numaralı spot protein disülfit izomeraz A3, 5706 

numaralı spot STI1 (Stress Induced Phosphoprotein 1), 6002 numaralı spot peptidil prolil 

cis-trans izomeraz A, 7001 numaralı spot peptidil prolil cis-trans izomeraz A, 7006 

numaralı spot transgelin-2 ve 8209 numatalı spot heterojen nükleer ribonükleoprotein 

A2/B1 olarak belirlendi. 

Çizelge 3.3. Hücre lizatı grubunda seçilen spotların LC-MS/MS sonuçları. 

Spot 

Numarası 
Protein Adı 

Molekül 

Ağırlığı 

(Da) 

İzoelektrik 

Noktası 

(pH) 

PLGS 

Skoru 

Protein 

Fonksiyonu 

1506 
Protein Disülfit 

İzomeraz A6 
53867 5,0 27342 İzomeraz 

1903 Endoplazmin 92411 4,6 15993 Şaperon 

2605 

HSP-60  

(Heat Shock 

Protein 60) 

61016 5,6 30952 Şaperon 

3413 Protein NDRG1 42807 5,4 5928 
Stres Yanıt 

Proteini 

3602 

TCP-1-ε  

(T complex 

protein 1 subunit 

epsilon) 

59632 5,3 14835 Şaperon 

3707 
GRP-75 

(Mortalin) 
73634 5,8 14715 Şaperon 

3902 

MVP  

(Major Vault 

Protein) 

99266 5,2 5029 Ribonükleoprotein 

4505 

TCP-1- β  

(T complex 

protein 1 subunit 

beta) 

57452 6,0 18799 Şaperon 

4601 
Protein Disülfit 

İzomeraz A3 
56746 5,9 23115 İzomeraz 

5706 

STI1  

(Stress induced 

phosphoprotein 1) 

62599 6,4 5942 Ko-Şaperon 

6002 
Peptidil Prolil cis-

trans İzomeraz A 
18000 7,9 10210 İzomeraz 

7001 
Peptidil Prolil cis- 

trans İzomeraz A 
18000 7,9 8605 İzomeraz 

7006 Transgelin-2 22377 8,4 27775 
Tümör Baskılayıcı 

Protein 
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8209 

Heterojen Nükleer 

Ribonükleoprotein 

A2/B1 

37406 9,2 14281 Ribonükleoprotein 

Sekretom Örneklerinin LC-MS/MS Sonuçları: 

Sekretom örneklerinde seçilen spotların LC-MS/MS ile protein identifikasyonları 

sonucunda PLGS skorları en yüksek olan proteinler değerlendirmeye alındı. Seçilen 13 

adet spottan 0203 numaralı spot SPARC, 0403 numaralı spot kalretikulin, 0902 numaralı 

spot amiloid β A4 (APP751 İzoformu), 1704 numaralı spot endoplazmin, 2002 numaralı 

spot galektin-1, 2602 numaralı spot GRP-78, 6202 numaralı spot alfa-enolaz, 7204 

numaralı spot alfa-enolaz, 8001 numaralı spot peptidil prolil cis-trans izomeraz A, 9002 

numaralı spot peptidil prolil cis-trans izomeraz B, 9106 numaralı spot gliseraldehit 3 

fosfat dehidrogenaz, 9306 numaralı spot EF-1 (Putative elongation factor 1 alpha like 3) 

ve 9307 numaralı spot ürokinaz tip plazminojen aktivatörü olarak belirlendi. 

Çizelge 3.4. Sekretom grubunda seçilen spotların LC-MS/MS sonuçları. 

Spot 

Numarası 
Protein Adı 

Molekül 

Ağırlığı 

(Da) 

İzoelektrik 

Noktası 

(pH) 

PLGS 

Skoru 

Protein 

Fonksiyonu 

0203 SPARC 34609 4,5 4886 

Ekstrasellüler 

Matriks 

Proteini 

0403 Kalretikulin 48111 4,1 5534 Şaperon 

0902 

Amiloid βA4 

(APP751 

İzoformu) 

84764 4,5 1520 
Serin Proteaz 

İnhibitörü 

1704 
GRP-94 

(Endoplazmin) 
92411 4,6 7611 Şaperon 

2002 Galektin-1 14706 5,1 2855 

Galaktozid 

Bağlayıcı 

Protein 

2602 GRP-78 72288 4,9 6867 
Şaperon/Stres 

Proteini 

6202 Alfa-Enolaz 47139 7,2 3430 Liyaz 

7204 Alfa-Enolaz 47139 7,2 3083 Liyaz 

8001 

Peptidil Prolil 

cis-trans 

İzomeraz A 

18000 7,9 1652 İzomeraz 

9002 

Peptidil Prolil 

cis-trans 

İzomeraz B 

23727 9,9 7594 İzomeraz  

9106 

Gliseraldehit 3 

fosfat 

dehidrogenaz 

36030 8,7 13439 Oksidoredüktaz 

9306 

EF-1 (Putative 

elongation 

factor 1 alpha 

like 3) 

50153 9,4 3961 Uzama Faktörü 
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9307 

Ürokinaz Tip 

Plazminojen 

Aktivatörü 

48475 8,3 5618 Serin Proteaz 

Glikobiyolojik Analiz Sonuçları: 

Fibroblast ve fibrosarkoma lizat ile Fibroblast ve fibrosarkoma sekretom örneklerinin 

glikobiyolojik analizleri DIG glycan differentitation kit (Roche) ile gerçekleştirildi. Bunun 

için lizat ve sekrotom örneklerine ait proteinler öncelikle %7,5’luk SDS-PAGE jeli 

üzerinde ayrıştırıldı. Herbir örnekten eşit miktarda proteine (30 µg) elektroforez işlemi 

uygulandı. Elektroforez işleminde örnekler stacking jeli geçene kadar jel başına 10mA, 

runing jelde işlem bitene kadar 20 mA akım uygulandı. Elektroforez işlemini takiben 

jeller Semi-dry Blotting işlemine tabi tutuldu. Semi-dry blotting işlemi ile molekül 

ağırlıklarına göre ayrılan proteinler 0.45 mikron’luk nitrosellüloz membranlara transfer 

edildi. Herbir membrana kit protokolünde belirtildiği gibi digoxigenin ile işaretli GNA 

(Galanthus nivalis), SNA (Sambucus nigra agglutinin), MAA (Maackia amurensis 

agglutinin), PNA (Peanut agglutinin) ve DSA (Datura stramonium agglutinin) lektinleri 

uygulandı. İşlem sonunda örnekteki proteinlerin glikan profilleri NBT/BCIP solusyonu ile 

görünür hale getirildi ve dansitometre yardımı ile analizleri Quantity-One (Bio-Rad) 

programı ile gerçekleştirildi. Fibroblast ve fibrosarkoma lizat ile Fibroblast ve 

fibrosarkoma sekretom örneklerinin glikobiyolojik analiz sonuçları Şekil 3.6, 3.7, 3.8, 3.9 

ve 3.10’da gösterilmiştir. 

 

        1 2       3      4        5   6 

Şekil 3.6. Glikan ayırtedici lektin kiti [DSA] kullanılarak yapılan glikoprotein analizi. DSA [Datura 
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stramonium agglutinin]:  Kompleks ve hibrid türdeki N-glikanlarda ve O-glikanlarda Galaktoz beta [1-4] 

ile N-asetilgalaktozamin bağlantısını tanımaktadır. Numune no 1: Protein Marker, 2: Fibroblast Lizat, 3: 

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

 

 

  1       2               3   4    5               6 

Şekil 3.7.  Glikan ayırtedici lektin kiti [GNA] kullanılarak yapılan glikoprotein analizi. GNA [Galanthus 

nivalis agglutinin]:  Yüksek mannoz türündeki N-glikan zincirlerinde mannoz  [1-2],  [1-3], [1-6] ile 

mannoz bağlantısını tanımaktadır. 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 

Şekil 3.8. Glikan ayırtedici lektin kiti [MAA] kullanılarak yapılan glikoprotein analizi. MAA [Maackia 

amurensis agglutinin]:  N-glikan ve O-glikanlarda  sialik asitin [2-3] ile galaktoz bağlantılı kompleks 

sialik asit içeren karbonhidrat zincirlerini tanımaktadır. 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 

Şekil 3.9. Glikan ayırtedici lektin kiti [PNA] kullanılarak yapılan glikoprotein analizi. PNA [Peanut 

agglutinin]: O-glikanlarda  galaktoz [1-3] ile N-asetilgalaktozamin bağlantılı karbonhidrat zincirlerini 

tanımaktadır. 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 

Şekil 3.10. Glikan ayırtedici lektin kiti [SNA] kullanılarak yapılan glikoprotein analizi. SNA [Sambucus 

nigra agglutinin]:  N-glikan ve O-glikanlarda  sialik asitin [2-6] ile galaktoz bağlantılı kompleks sialik 

asit içeren karbonhidrat zincirlerini tanımaktadır. Numune no 1: Protein Marker, 2: Fibroblast Lizat, 3: 

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

             Glikobiyolojik Analiz Sonuçları: 

Glikan ayırtedici lektin kitleri (DSA, GNA, MAA, PNA, SNA) kullanılarak yapılan glikoprotein 

analizleri fibroblast lizat, fibrosarkoma lizat ve fibroblast sekretom ve fibrosarkoma sekretom 

numunelerinde gerçekleştirilmiştir. Fibroblast ve fibrosarkoma lizat ve sekretom numunelerinde 

glikoproteinlerin şeker ve bağlantı tiplerini belirleyen glikan ayırtedici lektin kitleri ile glikoproteinlerin 

yaklaşık molekül ağırlıkları belirlenmiş ve karşılaştırmalı olarak yorumlanmıştır. 

             Hücre Lizatı Örneklerinin Glikobiyolojik Analiz Sonuçları: 

Yapılan analizde DSA lektini fibrosarkoma hücre lizatında yaklaşık olarak 193 kDa, 181 kDa, 152 kDa, 

138 kDa, 105 kDa, 100 kDa ve 96 kDa büyüklüğündeki proteinlere bağlanmıştır. Fibroblast hücre lizatı 

ile karşılaştırıldığında, fibrosarkoma hücre lizatına ait Galaktoz ve N-asetilglikozamin bağlı N- ve O-

glikanları içeren bu molekül ağırlığındaki glikoproteinlerde artış gözlenmiştir.  
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Yüksek mannoz içeren N-glikan zincirlerine bağlanan GNA lektini fibrosarkoma hücre lizatında yaklaşık 

olarak 100 kDa, 87 kDa, 78 kDa, 68 kDa ve 47 kDa büyüklüğündeki proteinlere bağlanmıştır. Fibroblast 

hücre lizatı ile karşılaştırıldığında, fibrosarkoma hücre lizatında özellikle 87 kDa, 68 kDa ve 47 kDa’luk 

glikoproteinlerde belirgin bir artış gözlenmiştir. Ayrıca, fibrosarkoma hücre lizatında artış gösteren 68 

kDa büyüklüğündeki glikoprotein kontrol fibroblast hücre lizatında gözlenmemiştir. 

Sialik asit (2-3) ile galaktoz bağlantılı N- ve O-glikanlar içeren glikoproteinlere bağlanan MAA lektini 

ile fibrosarkoma hücre lizatı analizinde yaklaşık 74 kDa, 65 kDa ve 41 kDa büyüklüğündeki 

glikoproteinlerde fibroblast lizatına göre belirgin bir artış gözlenmiştir. Özellikle fibrosarkoma hücre 

lizatında gözlenen yaklaşık 74 kDa ve 41 kDa büyüklüğündeki glikoproteinler fibroblast hücre lizatında 

gözlenmemiştir. 

Galaktoz (1-3) N-asetil galaktozamin bağlantılı O-glikanları içeren glikoproteinlere bağlanan PNA 

lektini ile fibrosarkoma hücre lizatı analizinde özellikle yaklaşık 110 kDa büyüklüğündeki glikoproteinde 

fibroblast lizatına göre belirgin bir artış gözlenmiştir 

Sialik asit (2-6) ile galaktoz bağlantılı N- ve O-glikanlar içeren glikoproteinlere bağlanan SNA lektini ile 

fibrosarkoma hücre lizatı analizinde yaklaşık 143 kDa, 125 kDa, 106 kDa, 93 kDa, 83 kDa, 75 kDa ve 62 

kDa büyüklüğündeki glikoproteinlerde fibroblast lizatına göre çok belirgin bir artış gözlenmiştir.      

          Sekretom Örneklerinin Glikobiyolojik Analiz Sonuçları: 

Galaktoz ve N-asetilglikozamin bağlı N- ve O-glikanları içeren glikoproteinlere bağlanan DSA lektini ile 

fibrosarkoma sekretom analizinde yaklaşık olarak 296 kDa, 254 kDa, 229 kDa, 132 kDa, 105 kDa, 89 

kDa, 81 kDa, 68 kDa, 57 kDa ve 26 kDa büyüklüğündeki proteinlere bağlanmıştır. Fibroblast hücre lizatı 

ile karşılaştırıldığında, fibrosarcoma sekretomuna ait Galaktoz ve N-asetilglikozamin bağlı N- ve O-

glikanları içeren bu molekül ağırlığındaki glikoproteinlerde fibroblast sekretomuna göre belirgin bir artış 

gözlenmiştir.  

Yüksek mannoz içeren N-glikan zincirlerine bağlanan GNA lektini fibrosarkoma sekretomu ile yapılan 

analizde yaklaşık olarak 87 kDa, 47 kDa ve 42kDa büyüklüğündeki proteinlere bağlanmıştır. Fibroblast 

sekretomu ile karşılaştırıldığında, fibrosarkoma sekretomunda özellikle yaklaşık 87 kDa ve 47 kDa 

büyüklüğündeki glikoproteinlerde tipik bir artış ve 42 kDa’luk glikoprotein de ise belirgin bir artış 

gözlenmiştir.  

Sialik asit (2-3) ile galaktoz bağlantılı N- ve O-glikanlar içeren glikoproteinlere bağlanan MAA lektini 

ile fibrosarkoma sekretom analizinde yaklaşık 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 büyüklüğündeki glikoproteinlerde fibroblast 

sekretomuna göre artış gözlenmiştir. Özellikle fibrosarkoma sekretomundaki  90 kDa 84 kDa, 57 kDa, 53 

kDa ve 36 kDa büyüklüğündeki glikoproteinlerdeki artış daha belirgindir.  

Galaktoz (1-3) N-asetil galaktozamin bağlantılı O-glikanları içeren glikoproteinlere bağlanan PNA 

lektini ile fibrosarkoma sekretom analizinde yaklaşık 162 kDa, 91 kDa, 86 kDa, 79 kDa 69 kDa 60 kDa 

ve 55 kDa büyüklüğündeki glikoproteinlerde fibroblast sekretomuna göre belirgin bir artış gözlenmiştir. 

Sialik asit (2-6) ile galaktoz bağlantılı N- ve O-glikanlar içeren glikoproteinlere bağlanan SNA lektini ile 

fibrosarkoma sekretomu analizinde yaklaşık 122 kDa, 104 kDa, 78 kDa, 72 kDa, 66 kDa ve 23 kDa 

büyüklüğündeki glikoproteinlerde fibroblast sekretomuna göre çok belirgin bir artış gözlenmiştir. 
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V. Sonuç ve Öneriler  

İki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi (2D-PAGE) ve sıvı kromatografi-ardışık kütle 

spektrometresi (LC-MS/MS) kullanılarak yapılan karşılaştırmalı proteomik analizler 

günümüze kadar akciğer kanseri, prostat kanseri ve kolon kanseri başta olmak üzere 

birçok kanser türünde uygulanmıştır. Bu çalışmalar sonucunda identifiye edilen 

proteinlerin kanserin diagnozunda ve prognozunda önemli oldukları ortaya konduğu gibi 

kanserin moleküler mekanizmasının açığa kavuşmasında da etkili olmuşlardır. Bununla 

birlikte bu yönde yapılan proteomik çalışmalar ile tümör belirteçlerinin keşfinde önemli 

adımlar atılmıştır.   

Çalışmada 2D-PAGE ile birlikte LC-MS/MS yöntemleri kullanılarak insan fibrosarkoma 

ve fibroblast hücre hatlarının karşılaştırmalı proteomik analizleri gerçekleştirilmiştir. 

Bunun için hem fibrosarkoma hem de fibroblast hücre hatlarından hücre içi proteinlerinin 

analiz edilmesi amacıyla hücre lizatı, hücre dışına salgılanan proteinlerin analiz edilmesi 

amacıyla sekretom örnekleri oluşturulmuştur. Fibrosarkoma ve fibroblast hücre lizatı 

örneklerinin karşılaştırmalı analizinde spotların yoğunluk değerleri % 95 güven aralığında 

student t-test ile analiz edilmiştir (p<0,05). Yapılan istatistik sonucunda 13 protein 

ekspresyonu fibrosarkomada anlamlı derecede yüksek bulunmuş, 1 protein ekspresyonu 

ise fibrosarkomada anlamlı derecede düşük bulunmuştur. Toplamda istatistiksel olarak 

anlamlı bulunan 14 proteinin identifikasyon işlemi kütle spektrometresi ile 

gerçekleştirilmiştir. Sekretom örnekleri kalitatif olarak karşılaştırılmış olup fibrosarkoma 

sekretomunda gözlemlenip fibroblast sekretomunda gözlemlenmeyen dansiteleri en 

yüksek olan 13 protein kütle spektrometresi ile identifiye edilmiştir. Hem hücre lizatı 

örneklerinde hem de sekretom örneklerinde tanımlanan bu proteinlerin kanserde hücre 

proliferasyonu, hücre farklılaşması, invazyon, metastaz ve apoptozis ile ilgili 

fonksiyonları olduğu bilinmektedir.   

Normal ve kanser hücre hatlarının potansiyel tümör belirteçleri aranması amacıyla yapılan 

karşılaştırmalı proteomik analizlerinde en değerli bilgi sekretom örneklerinden elde edilen 

bilgidir. Bunun nedeni sekretom örneklerinde farklı ekspresyon gösteren proteinlerin 

hücre dışına salgılanan proteinler olması ve bu proteinlerin kan ve idrar gibi biyolojik 

sıvılarda tespit edilebilme olasılığının bulunmasıdır. Proje çalışmasında özellikle sekretom 

örneklerinde identifikasyonu yapılan SPARC, kalretikulin, amiloid β A4 (APP751 

İzoformu), Galektin-1, alfa enolaz, ürokinaz tip plazminojen aktivatörü, peptidil prolil cis-

trans izomeraz A ve B hücre dışına salgılanan proteinler olup fibroblast sekretomu ile 

karşılaştırıldığında sadece fibrosarkoma sekretomunda ekspresyonuna rastlanmıştır. 

Sekretomda identifikasyonu yapılan bu proteinlerin fibrosarkoma için potansiyel tümör 

belirteçleri olarak hizmet edebilecekleri düşünülmektedir.  

Hücre lizatı örneklerinde identifikasyonu yapılan ve fibrosarkomada ekspresyonu artan 

proteinler olan protein disülfit izomeraz A6, endoplazmin, HSP-60 (Heat Shock Protein 

60), protein NDRG1, TCP-1-ε (T Complex Protein 1 subunit epsilon), GRP-75 

(Mortalin), TCP-1-β (T Complex Protein 1 subunit beta), protein disülfit izomeraz A3, 

STI1 (Stress Induced Phosphoprotein 1), peptidil prolil cis-trans izomeraz A, transgelin-2, 

heterojen nükleer ribonükleoprotein A2/B1 ve ekspresyonu azalan MVP (Major Vault 

Protein)’in fibrosarkomanın moleküler mekanizmasının, patogenezinin ve 

karsinogenezinin anlaşılmasına katkıda bulunacağı düşünülmektedir.  
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Fibroblast lizat, fibrosarkoma lizat ve fibroblast sekretom ve fibrosarkoma sekretom 

numunelerinde Glikan ayırtedici lektin kitleri (DSA, GNA, MAA, PNA, SNA) ile yapılan 

analizlerde ortaya çıkan glikoprotein yapılarındaki karbonhidrat farklılıkları 

fibrosarkomanın moleküler patogenezinde N-glikan ve O-glikanların rol aldığını 

göstermektedir. Özellikle, DSA ve GNA lektinlerin sırasıyla bağlandığı; Galaktoz beta (1-

4) ile N-asetilglikozamin bağlı N- ve O-glikanları içeren yaklaşık 105 kDa 

büyüklüğündeki glikoprotein ile mannoz alfa (1-3), alfa (1-6) ya da alfa (1-2) ile mannoz 

arasındaki bağlı N-glikanları içeren yaklaşık 87 kDa büyüklüğündeki glikoproteinin hem 

fibrosarkoma lizatında ve hem de fibrosarkoma sekretomunda belirgin bir şekilde 

gözlenmesi yaklaşık 87 kDa ve 105 kDa büyüklüğündeki bu glikoproteinlerin güçlü bir 

tümör belirteci olabileceklerini göstermektedir. 

Bu çalışmada hem hücre lizatı hem de sekretom örneklerinde identifikasyonu yapılan bu 

proteinlerin ileride yapılacak olan klinik çalışmalar ile fibrosarkoma için potansiyel tümör 

belirteci ve ilaç hedefi olarak kullanılabilirlikleri aydınlatılacaktır.  

Günümüze kadar kanserin moleküler mekanizmasının aydınlatılması ve potansiyel yeni 

tümör belirteçlerinin aranması amacıyla birçok kanser türünde karşılaştırmalı proteomik 

analizler gerçekleştirilmiş olup, fibrosarkoma ve fibroblast hücre hatları ile yapılan bu 

proteomik ve glikobiyolojik çalışmanın literatüre ayrıca katkı sağlayacağı gibi ileride bu 

konu ile ilgili yapılacak klinik çalışmalara da temel teşkil edeceği kanısındayız. 

 

VI. Geleceğe İlişkin Öngörülen Katkılar  

Kanser hücre (fibrosarkoma) hattında potansiyel tümör belirteçleri aranması amacıyla 

yapılan karşılaştırmalı proteomik analizlerinde lizat ve sekretom örneklerinden elde edilen 

sonuçlar gelecekte fibrosarkoma için potansiyel tümör belirteçlerinin aranması ve 

araştırılmasında kullanılabilecek önemli bilgilerdir. 

VII. Sağlanan Altyapı Olanakları ile Varsa Gerçekleştirilen Projeler  

Yok 

VIII.  Sağlanan Altyapı Olanaklarının Varsa Bilim/Hizmet ve Eğitim Alanlarındaki 

Katkıları  

Yok 
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X. Ekler  

a. Mali Bilanço ve Açıklamaları: 

 Tüketime Yönelik Mal ve Malzeme Alımları İçin Harcanan: 24.955,82 TL 

 Hizmet Alımları İçin Harcanan:  22.833,00 TL 

 Harcanan Toplam: 47.788,82 TL 

 Kalan: 1.164,18 TL 

b. Makine ve Teçhizatın Konumu ve İlerideki Kullanımına Dair Açıklamalar  

c. Teknik ve Bilimsel Ayrıntılar (varsa Kesim III'de yer almayan analiz ayrıntıları) : Yok 

d. Sunumlar (bildiriler ve teknik raporlar)  (Altyapı Projeleri için uygulanmaz): Yok 

e. Yayınlar (hakemli bilimsel dergiler) ve tezler  (Altyapı Projeleri için uygulanmaz) 

Projeden yapılan yayın: Meral Ö., Uysal H., (2014). Comparative Proteomic 

Analysis of Fibrosarcoma and Skin Fibroblast Cell Lines. Tumor Biology, 36 (2): 561-

567. DOI: 10.1007/s13277-014-2672-8. 

 

NOT: Verilen sonuç raporu bir (1) nüsha olarak ciltsiz şekilde verilecek, sonuç raporu Komisyon onayından 

sonra ciltlenerek bir kopyasının yer aldığı CD ile birlikte sunulacaktır. Sonuç raporunda proje 

sonuçlarını içeren, ISI’ nın SCI veya SSCI veya AHCI dizinleri kapsamında ve diğer uluslar arası 

dizinlerce taranan hakemli dergilerde yayınlanmış makaleler, III. Materyal ve Yöntem ve IV. Analiz ve 

Bulgular bölümleri yerine kabul edilir. 

 

 

 

 

 



EK-11 Sonuç Raporu Formatı 

25 
 

 


