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OZET

Meklofenamik Asitin Kiiciik Hiicreli Akciger Kanserinin Progresyonu ve Hiicre

Proteomu Uzerine Etkisinin Arastirilmasi

Amagc: Tiim akciger kanseri olgularinin yaklasik %15’ini olusturan kiiciik hiicreli akciger
kanseri (KHAK) yiiksek metastaz potansiyeli ve diisiik sag kalim orani ile oldukga saldirgan
bir kanser tiiriidiir. KHAK baslangicta uygulanan kimyasal tedaviye yiiksek oranda yanit
verebilmesine ragmen, hastaligin niiksetmesinden sonra uygulanan tedavilerde basari
saglanamamaktadir. Tedaviye direncin ¢ok yiiksek olmasi bu basarisizligin en biiyiik sebebi
olarak kabul edilmektedir. Bu sebepten KHAK i¢in yeni tedavi stratejilerine ihtiyag¢ vardir.
Bu caligma ile anti-kanserojen etkileri ¢esitli kanser tiirlerinde gosterilmis olan
meklofenamik asitin (MA) KHAK hiicre hatti olan DMS114 hiicrelerinin proteomunda
meydana getirecegi degisikliklerin arastirilmasi ve KHAK patogenezinde ve ilag direncinde
rol alan mekanizmalar/metabolik yolaklar ile ilgili veriler elde edilmesi amaglanmistir.
MA’nin bir kemoterapi ilact olan topotekan (TPT) ile kombinasyonun hiicre progresyonu
tizerine etkilerinin arastirilmasi bu ¢alismanin bir diger amacidir.

Yontem: Calismanin ilk kisminda, MA’nin tek basina ve TPT ile kombine kullaniminin
sitotoksik ve apoptotik etkilerini belirlemek i¢in tripan mavisi testi, Annexin V ve hiicre
dongiisii analizi yapilmistir. Calismanin ikinci kisminda, ilag uygulamasinin DMS114 hiicre
proteomunda meydana getirdigi degisiklikler iki ayr kiitle spektometre teknigi (MALDI-
TOF/TOF ve LC-MS/MS) ile analiz edilmistir. Her iki yontem ile tanimlanan proteinlerden
ifade diizeyi anlamli sekilde degisenler biyoinformatik analiz veritabani PANTHER ve
STRING kullanilarak degerlendirilmistir. Elde edilen veriler western blotlama yontemi ile
dogrulanmustir.

Bulgular: MA ve TPT kombinasyonunun, TPT nin tek basina kullanimina kiyasla, daha
fazla apoptotik hiicre 6liimiine neden olarak (P < 0.01) giiglii bir sinerjetik etkiye neden
oldugu goriilmiistiir (CI < 1). MA uygulamasi sonucu ifade diizeyi degisen proteinlerin
biyoinformatik analizi; enerji metabolizmasi, RNA ugbirlestirme ve islenmesi, protein
diizenlenmesi ve yikimi siireclerinde regiilasyon oldugunu gdstermistir. Enerji
metabolizmasi ile ilgili proteinler detaylica incelendiginde glikolizin baskilandigi, ancak

mitokondriyel aktivite, oksidatif fosforilasyon ve glutaminolizin arttigi goriilmistiir. Bu



veriler, hiicrelerin ilaglh yeni ortama uyum saglayarak hayatta kalmak i¢in metabolik yeniden
programlama siirecine girdigini gostermistir.

Sonug: MA ve TPT kombinasyonu, KHAK tedavisi i¢in terapotik potansiyeldedir.
Proteomik calismamiz ile bazi kanser tiirlerinin tedavisinde ila¢ direncine neden oldugu
bilinen metabolik yeniden programlamanin KHAK ile iligkisi ilk kez ortaya ¢ikarilmistir.
Enerji metabolizmasi ve ilag direnci ile ilgili tanimlanan proteinler, KHAK tedavisinde ilag
direncinin tstesinden gelmek adina gelistirilecek yenilik¢i yaklagimlar i¢in hedef
niteligindedir.

Anahtar kelimeler: Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri (KHAK), Meklofenamik Asit (MA),
Proteomik, MALDI-TOF/TOF, nLC-MS/MS



ABSTRACT

Investigation of the Effect of Meclofenamic Acid on the Progression and Cell

Proteome of Small Cell Lung Cancer

Obijective: Small cell lung cancer (SCLC), which accounts for approximately 15% of all lung
cancer cases, is a highly aggressive cancer with high metastatic potential and low survival
rate. Although SCLC initially respond to chemotherapy at a high rate, the treatments applied
after the disease relapses are not successful. Drug resistance is accepted to be one of the
main reasons for this failure. Therefore, there is an urgent need for new treatment strategies
for SCLC. The aim of this study was to investigate the changes that meclofenamic acid
(MA), a drug that has been shown to have anti-tumorigenic effects in various cancer types,
would cause on DMS144 cell proteome which is an established SCLC cell line. Therefore,
the findings were expected to shed some light onto the molecular mechanisms/metabolic
pathways that may have a role in SCLC. The other aim of the study was to investigate the
effects of MA and the chemotherapy agent topotecan (TPT) combinations on SCLC cell
progression.

Method: During the initial part of the study, trypan blue exclusion assay, Annexin V and cell
cycle analysis were performed to determine the cytotoxic and apoptotic effects of MA alone
or in combination with TPT. The changes caused by MA on DMS114 cell proteome were
then analyzed by two different mass spectrometry techniques (MALDI-TOF/TOF and LC-
MS/MS). Among the proteins identified by both methods, those showing significantly
altered expression levels were evaluated using bioinformatics approaches databases
PANTHER and STRING. The data were verified by western blotting.

Results: The combination of MA and TPT was found to have a strong synergetic effect,
causing more apoptotic cell death (P < 0.01) compared to the use of TPT alone (Cl < 1).
Bioinformatics analysis with the differentially regulated proteins demonstrated regulation of
energy metabolism, RNA splicing and processing, protein processing and degradation.
When the proteins related to energy metabolism were examined in detail, it was observed
that glycolysis was suppressed, whereas mitochondrial activity, oxidative phosphorylation
and glutaminolysis were increased. The presented data indicated that cells underwent

metabolic reprogramming to adapt their new environment and survive.
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Conclusions: The combined application of MA and TPT had therapeutic potential for the
treatment of SCLC. In the present study, the relationship between metabolic reprogramming,
which is known to cause drug resistance in several cancer types, and SCLC was revealed for
the first time. The identified proteins related to energy metabolism and drug resistance could
be targets for innovative approaches to overcome drug resistance in SCLC treatment.
Keywords: Small Cell Lung Cancer (SCLC), Meclofenamic Acid (MA), Proteomics,
MALDI-TOF/TOF, nLC-MS/MS
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1. GIRIS

1.1. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, diinya ¢apinda kanser dliimlerinin 6nde gelen nedenidir ve kiiresel
olarak, vaka oranlar artis gostermektedir (Bade ve Cruz, 2020). 2020 yili GLOBOCAN
(Global Cancer Incidence, Mortality and Prevalence) verilerine gore diinya ¢apinda akciger
kanseri, erkeklerde toplam kanser vakalarinin %14,3’{inii olusturarak birinci, kadinlarda ise
%8,4’1inii olusturarak ti¢iincii sirada en ¢ok goriilen kanser tiirii olmustur. Her iki cinsiyette
kansere bagli 6liim oran1 %18.04 e yiikselerek kanser nedenli liimlerin basta gelen sebebi
haline gelmistir (Sekil 1.1). Tirkiye’de akciger kanseri, en ¢ok goriilen kanser tiirleri
arasinda erkeklerde %25.8 ile ilk sirada, kadinlarda %7 ile dordiincii sirada yer almaktadir
(GLOBOCAN, 2020). Akciger kanseri hastalarinda gbzlenen yiiksek mortalite, taninin
genellikle ileri asamada konulmasi sonucu tedavideki basarinin diisiikliigiine
dayandirilmaktadir. Hastalarin  yalnizca yaklasik  %15°1 erken donemde teshis
edilebilmektedir (Duruisseaux ve Esteller, 2018). Bu nedenle, diisik doz bilgisayarli
tomografi taramasi ve etkili biyobelirtecler kullanarak yiiksek riskli popiilasyonlarin
taranmasinin erken teshis saglayarak akciger kanseri hastalarimin hayatta kalmasi
artirabilecegi diisiiniilmektedir (Eberth, 2015; Guldbrandt ve ark., 2015).

Akciger kanseri vakalarinin yaklagsik yiizde sekseni sigara i¢enlerde goriiliir ve sigara,
bu hastaligin ana risk faktoriinii temsil eder (Couraud, Zalcman, Milleron, Morin ve Souquet,
2012). Ulkeler arasinda, akciger kanseri goriilme orani ve demografik dagilimida dnemli
farkliliklar kaydedilmis ve sigara icme oranlar1 ve ekonomik gelisme durumunun bu
farkliliklar etkiledigi goriilmiistiir. Cin, Endonezya, Dogu Avrupa ve Afrika'nin Kuzey ve
Gliney bolgeleri gibi gelismekte olan bolgelerde son zamanlarda sigara igme prevalansindaki
artigla birlikte akciger kanseri insidansinin artmasi beklenmektedir (Bray ve ark., 2020). Hali
hazirda sigara igenlerin %80 kadar1 diisiik veya orta gelirli iilkelerde yagamaktadir ve akciger
kanseri Oliimlerinin yarisindan fazlasinin bu iilkelerde meydana geldigi goriilmektedir
(Torre, Lindsey ve Rebecca, 2016). Aksine, simdilerde basarili bir sekilde sigaray1 birakma
ve kaginma kampanyalarin1 uygulayan ve genellikle Amerika Birlesik Devletleri, Birlesik
Krallik ve Iskandinav iilkeleri gibi yiiksek gelirli olan iilkelerde ise akciger kanseri goriilme
orani azalmakta veya azalmasi beklenmektedir (Torre, Lindsey ve Rebecca, 2016; Bray ve
ark., 2020).


https://www.uicc.org/news/globocan-2020-new-global-cancer-data
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Sekil 1.1. 2020'de diinya ¢apinda yasa gore standartlagtirilmis kanser insidans oranlari
(GLOBOCAN, 2020’den uyarlanmistir)

Sigara kullaniminin akciger kanserindeki en biiylik etmen olmasinin yani sira, son
yillarda yapilan calismalar bir¢cok risk faktoriiniin daha akciger kanserinde rol
oynayabilecegini goOstermistir. Hava kirliligi, radon gazi, asbest gibi zararli mesleki
maruziyet, genetik yatkinlik, radyasyona maruz kalma, dengesiz beslenme, kronik akciger
rahatsizliklart ve human papillomavirus ve Chlamydia (Chlamydophila) pneumonia gibi
bazi enfeksiyonlarin da akciger kanserinin olasi sebepleri arasinda yer alabilecegi
bildirilmistir (Jackson ve Vaughan, 2005; Littman, Turner ve ark., 2007; Yokota, Shiraishi
ve Kohno, 2010). Diinya Saglik Orgiitii (DSO), akciger kanserini iki genis histolojik alt tipte
siniflandirmaktadir: Vakalarin yaklagik %85'inin nedeni olan kiigiik hiicreli dis1 akciger
kanseri (KHDAK) ve kalan %15'i olusturan kii¢iik hiicreli akciger kanseri (KHAK).
KHDAK nin yaklagik % 40'm1 adenokarsinomlar, % 25’ini skuamoz hiicreli karsinomlar ve
% 15'ini biiyiik hiicreli karsinomlar olusturur (Sekil 1.2). Farkli kitalardan elde edilen
epidemiyolojik verilere gore, kadinlarda kimi iilkelerde azalmakla birlikte her iki cinste de
akciger adenokarsinomu en sik goriilen akciger kanseri tiiriidiir (Travis, Brambilla, Burke,
Marx ve Nicholson, 2015).


https://www.uicc.org/news/globocan-2020-new-global-cancer-data

Sekil 1.2. Akciger kanserinin histolojik siniflandirmasi. (Schabath ve Cote, 2019°dan
uyarlanmigtir)

Akciger kanserinin KHDAK ve KHAK olarak iki sinifa ayrilmasi hala yaygin olarak
uygulanmasina ragmen genomik profillemedeki ilerlemeler, akciger kanserlerinin ayni
zamanda tiimor biyobelirtecleri ve gen ekspresyonu, mutasyonlar, amplifikasyonlar ve
yeniden diizenlemeler gibi genetik degisikliklerle karakterize edildigi ve siniflandirildig: bir

paradigma degisimi ile sonug¢lanmistir (Zhu ve ark., 2017).
1.2. Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri

DSO, KHDAK’y1 {i¢ ana gruba aymrmaktadir: Adenokarsinom (ADK), skuamdz
hiicreli karsinom (SHK) ve biiyiik hiicreli karsinom (BHK). Klinik alt gruplarin ayrica bagka
varyantlar1 ve kombinasyonlart da bulunmaktadir (Travis ve ark., 2015).

ADK, KHDAK’nm en yaygmn tipidir ve akciger kanserlerinin yaklagik %40'mn1
olusturur. ADK’lar, daha kii¢iik hava yolu epitelinde bulunan alveolar hiicrelerden
kaynaklanir ve Transkripsiyon Terminasyon Faktori 1 wve napsin A gibi
immiinohistokimyasal belirtegleri ifade ederler (Travis ve ark. 2015). SHK’lar, akciger
kanserlerinin %25 ila %30'unu temsil eder ve hava yolu epitelinde bulunan hiicrelerden
ortaya c¢ikarlar. Genellikle; CKS5, CK6, p40 ve desmoglein-3 gibi immiinohistokimyasal
belirtegler ifade ederler (Takamochi ve ark., 2016). BHK'’lar, tiim akciger kanserlerinin
yaklasik %S5 ila %10'unu olusturur ve goriilme siklig1 yeni immiinofenotipleme teknikleri
nedeniyle azalmaktadir. Bu tiimorler tipik olarak zayif bir sekilde farklilasir ve bol
sitoplazma ve biiylik ¢ekirdeklere sahip biiyiik hiicrelerden olusur (Duma, Santana-Davila
ve Molina, 2019).



1.2.1.KHDAK’1n Teshis ve Evrelenmesi

KHDAK evrelemesi igin birkag faktoriin birlesimi géz oniine alinir ve temel olarak 4
evreye ayrilir. Tiimoriin boyutu ve yeri, lenf diigiimlerine ve/veya viicudun diger bolgelerine
yayilip yayilmadigina gore 1’den 4’e kadar evreleme yapilir (Sekil 1.3). Evre I’de tiimér 1-
4 cm boyutlarindadir ve metastaz yapmamistir. Evre II’de tiimor 3-7 cm boyutlarindadir.
Viicudun uzak boliimlerine degil ama lenf nodlarina metastaz baglamistir. Evre I1I’de tiimor
boyutu 7 cm’yi asabilmektedir. Hastalik lenf nodlarina yayilmaya devam etmektedir. Evre
IV’de hastalik artik viicudun diger boliimlerine de yayilmis durumdadir (American Cancer
Society, 2017).

Evre | Y Evre ll

Sekil 1.3. KHDAK evreleri (American Cancer Society, 2017’den uyarlanmustir)

Akciger kanserinin dogru histolojik teshisi ne kadar 6nemli ise molekiiler biyolojisinin
aydinlatilmasindaki ilerlemeler sayesinde potansiyel biyobelirteclerin tanimlanmasi da bir o

kadar 6nem tasimaktadir (Villalobos ve Wistuba, 2017).
1.2.2.KHDAK’da Genetik ve Molekiiler Degisiklikler

Tiim ekzom dizileme ve yeni nesil dizileme gibi molekiiler tani tekniklerindeki
gelismeler akciger kanserinin molekiiler yapist hakkinda paha bi¢ilmez bilgilere ulasilmasini
miimkiin kilmigtir (Yohe ve Thyagarajan, 2017). KHDAK alaninda son yillarda yapilan
genomik caligmalar sayesinde, Ozellikle ADK'’larda, ¢esitli molekiiler mutasyonlar
kesfedilmistir. Genetik degisikliklerin belirlenmesi spesifik mutasyonlar1 hedefleyen
molekiiler terapilerin gelismesini saglayarak ozellikle ilerlemis akciger kanseri olan bazi
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hastalar icin Onemli sagkalim yarari saglamislardir. Bununla birlikte, bu ¢aligmalar
sonucunda, hedeflenebilir mutasyonlarin tiiriinde ve dolayisiyla kullanilan molekiiler
terapilerde ADK’lar ve SHK’lar arasinda farkliliklar oldugu da belirlenmistir (Lindeman,
2018).

ADK’lar, birden fazla mutasyon tiirli tarafindan tanimlanan karmasik bir genomik
diizenlenme ile karakterizedirler. Substitiisyon, insersiyon, delesyon ve ek yeri mutasyonlari
dahil olmak tizere ¢esitli tiirlerdeki somatik degisikliklerin hepsinin  ADK'nin
karsinogenezinde rol oynadigi gosterilmistir (Suster ve Mino-Kenudson, 2020). Tuimor
protein P53 (TP53) ve LDL reseptor iliskili protein 1B (LRP1B) mutasyonlart KHDAK 'nin
tim alt tiplerinde yaygin olsa da ADK, SHK’ya kiyasla KRAS, EGFR, KEAP1, STK11,
MET ve BRAF'ta daha yiiksek somatik mutasyon oranlarina sahip gibi goriinmektedir. Bu
genlerdeki mutasyonlar, 6ncelikle RAS-MEK-ERK ve PIK3CA-MTOR yolaklarin1 bozma
egilimindedir. Cok sayida farkli tipte somatik degisiklik tanimlanmig olsa da, ADK lar,
EGFR, ALK, ROS1, BRAF, HER2, RET, MET ve NTRK'daki degisiklikler dahil olmak
izere klinik olarak hedeflenebilir mutasyonlar ve yeniden diizenlemeler grubunu barindirir
(Suster ve Mino-Kenudson, 2020). Bunlardan ALK, ROS1, RET ve NTRK, mevcut
tedavilerde kullanima sahip yeniden diizenlemeler arasinda yer alir. ADK ayrica, SHK ile
karsilastirildiginda daha diisiik bir oranda da olsa (ADK’da yaklasik %10 ve SHK’da
yaklasik %40), ¢ok sayida kromozomal kazang ve kayip gosterebilir. En yaygim olarak
9p21.3 kromozomunda siklin bagimli kinaz inhibitorii 2A (CDKN2A) ve CDKN2B
genlerini iceren bdlgede delesyonlar gosterir. Bu bolgedeki delesyonlar ise hiicre dongiisii
diizensizligine yol agarlar (Kashima, Kitadai ve Okuma, 2019).

SHK, ADK ile benzer molekiiler 6zellikler gosterse de ADK’dan farkli molekiiler
degisiklikleri de bulundurmaktadir (Tablo 1.1). The Cancer Genome Atlas tarafindan
yapilan kapsamli ¢aligmalardan biri, daha dnceden yapilan ¢aligmalari da destekler nitelikte
olup; TP53, LRP1B, CDKN2A, PTEN, PIK3CA, KEAP1, MLL2, HLA-A, NFE2L2,
NOTCHI1, RB1 ve PDYN'yi iceren ¢ok sayida tekrarlayan somatik mutasyonu tanimlamistir
(Heist, Sequist ve Engelman, 2012). SHK’lar genellikle hedeflenebilir mutasyonlari
barindirmazlar, bu nedenle, tekrarlayan DDR2 mutasyonlar1 ve FGFR1 amplifikasyonu
potansiyel terapotik hedefler olarak bildirilmesine ragmen, tedavi algoritmalarini birincil
olarak immdiinoterapi ve kemoterapiye yonlendirir. ADK ile karsilastirildiginda, tekrarlayan
gen yeniden diizenlemeleri SHKlarda daha az goriiliir. Ayrica, SHK 6zellikle kromozom
3026-3q29 bolgesinde daha sik amplifikasyon olaylar1 gdsterir. Sik kopya sayis1 kazanimlari

veya amplifikasyonu olan bu bélgedeki genler arasinda SOX2, PIK3-CA, TP63, MAP3K13
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ve KLH6 ve digerleri yer alir. SHK, ADK’ya kiyasla, CDKN2A ve CDKN2B genlerini
iceren 9p21.3 kromozomunda daha yiiksek bir kopya sayisi kayb1 oran1 gosterir (%27'ye
kars1 %11). Oksidatif stres tepkisi ve skuaméz farklilasma ile iliskili genlerdeki somatik
mutasyonlar ve kopya sayis1 degisiklikleri (sirasiyla; KEAP1 ve NFE2L2 mutasyonlari,
SOX2 ve TP63 kopya sayisi kazanimlar1), SHKda siklikla goriilmektedir. PI3K-RTK-RAS
sinyal yolunda, SHK vakalarinin %70'i kadarinda diizensizlige yol agan mutasyonlar (PTEN
ve PIK3CA gibi) ve kopya sayis1 degisiklikleri dahil olmak iizere gesitli degisiklikler
goriilebilir (Cancer Genome Atlas Research Network, 2012; Suster ve Mino-Kenudson,

2020).

Tablo 1.1. Akciger adenokarsinom ve skuamdz hiicreli karsinomlarda goriilen temel
molekiiler degisiklikler (Suster ve Mino-Kenudson, 2020’den uyarlanmuistir)

Adenokarsinom Skuaméz hiicreli karsinom
Kopya numarasi Kopya numarasi
Mutaganlar degisiklikleri M =yoniay degisiklikleri
TP53 CDKN2A TP53 SOX2
LRP1B CDKN2B LRP1B DCUNAD1
KRAS NKX2-1 KMT2D KLH6
EGFR TERT KMT2C PIK3CA
KEAP1 EGFR CDKN2A TBL1XR1
STK11 NFKBIA NFE2L2 MAP3K13
PTPRD FOXAl RELN PRKCI
SMARCA4 MYC FAT4 MECOM
KMT2C SDHA FAT1 TERC
NF1 MET PDE4DIP ETVS
ATM HER2 PIK3CQ EIFAAD
ARID1A i LRRK2
RELN _Yeniden CPS1 TPes
ERBB4 Diizenlemeler NEL BL(I:DLPﬁ
SETD2 ALK KEAP1 FGr12
BRAF ROS1 PTEN TERC
MET RET RASA1 CDKN2A
CTNNB1 NTRK FGFR1 CDKN2B
HER2 NRG1 DDR2

1.2.3.KHDAK’da Epigenetik Degisiklikler

Karsinojenezde epigenetik diizenlemenin 6nemli rolii g6z Oniine alindiginda, doku
veya viicut sivilarinda saptanan epigenomik biyobelirtecler, tarama veya tani prosediirlerinin
performansini iyilestirmek veya alternatif stratejiler sunmak icin olduk¢a degerli olabilir.
Epigenetik bozulmalar, akciger kanseri hiicrelerinde agresif davranisin yan sira tedaviye
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kars1 birincil veya edinilmis direncin kazanilmasini tesvik eder, epigenetik tedavi igin yeni
bir yol sunar ve yeni terapotik hedeflerin kesfini saglar (Duruisseaux ve Esteller, 2018).
Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda, genlerdeki fonksiyon kaybi degisiklikleri ve
ardindan kromatinin yeniden modellemesinde yer alan SMARCA4 gibi iliskili proteinlerin
ifade kaybinin KHDAK Kkarsinojenezinde kritik bir rol oynadigi ortaya konmustur.
Epigenetik diizenleme, ayrica, ADK'nin DNA metilasyon profiline bagli olarak farkli alt
tipler sergilemesinde rol oynar. Transkriptomik seviyede, mRNA profilleme calismalari,
bazilar1 spesifik mutasyon profilleri ile iliskilendirilebilen farkli transkripsiyonel ADK alt
tiplerini gostermistir. Ancak simdilik, epigenetik hedefleri baz alarak yapilacak olasi tedavi
yontemleri, spesifik tedavilerle hedeflenebilecek mutasyonlara agirlik verilmesi nedeniyle

arka planda kalmaktadir (Suster ve Mino-Kenudson, 2020).
1.2.4. KHDAK Tedavisi

KHDAK tedavisi asamaya oOzeldir. Evre I veya II olan hastalar kontrendike
olmadiginda tam cerrahi rezeksiyon ile tedavi edilmektedir. Cerrahi olamayan hastalarda,
konvansiyonel veya stereotaktik radyoterapi diistiniiliir. Kriyoablasyon, mikrodalga ve
radyofrekans ablasyon gibi perkiitan termal ablasyon prosediirlerinin, cerrahi, radyoterapi
veya kemoterapi sonrasi kurtarma tedavisi veya ilerlemis KHDAK'da palyasyon i¢in yararlt
tedavi se¢enekleri oldugu bulunmustur (Duma, Santana-Davila ve Molin, 2019).

Son yillarda, hedefe yonelik tedavi, akciger kanserinin tedavi yontemlerine dikkate
deger katkilar saglamistir. Ek olarak, genetik ve biyobelirte¢ testleri, KHDAK tiirlerinin
kisisellestirilmis yonetimine yardimci olmaktadir. Kisiye 6zel tedavi, sagkalimi uzatmak
amaciyla spesifik mutasyonlar1 daha yiiksek hassasiyetle hedefleyebilmektedir (Duma ve
ark., 2019).

Immiinoterapi, kanser hiicrelerini hedeflemek icin viicudun kendi bagisiklik
savunmasini giiclendirme ve yonlendirme temeline dayanmaktadir. Tarihsel olarak, akciger
kanseri, sitokinler ve asilarla yapilan birkag basarisiz girisim nedeniyle immiinojenik olarak
kabul edilmemistir. Bununla birlikte, son birka¢ yilda, immiinoterapi, KHDAK’ya yo6nelik
kontrol noktasi inhibitorlerinin gelistirilmesi ile giiglii bir sekilde yeniden ortaya ¢ikmustir.
Bagisiklik kontrol noktalari, kendi kendine toleransi siirdiirme ve bagisiklik tepkilerini
diizenleme islevlerine sahip inhibitor yolaklardir (Pardoll, 2012). Akciger kanseri de dahil
olmak tizere birgok kanser tiiriinde daha kapsamli olarak incelenen bagisiklik kontrol noktasi

proteinleri, sitotoksik T-lenfosit iliskili antijen 4 ve programlanmig 6lim ligand 1



reseptoriidiir (PD-L1). Bunlar, timér hiicreleri iizerinde ve makrofajlar, dendritik hiicreler
ve T hiicreleri dahil olmak {izere tiimor enflamatuar sizintilarda eksprese edilirler. T hiicresi
immiinoglobulin ve miisin domaini igeren protein 3, B- ve T- lenfosit iliskili protein ve
lenfosit aktivasyon geni 3 gibi diger bir¢ok kontrol noktasi molekiilii daha tanimlanmistir ve
su anda kanser immiinoterapisi i¢in potansiyel hedefler olarak degerlendirilmektedir

(Seetharamu, Budman ve Sullivan, 2016).
1.3. Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri

KHAK, tiim akciger kanserlerinin yaklasik %15'ini olusturur. Hizl1 biiylime oranina
sahip olmast ve hastalarin %70'inden fazlasina tani sirasinda metastatik hastalik tanisi
konmastyla KHDAK ’den klinik olarak ayrilir. KHAK hiicreleri, sinaptofiz ve kromogranin
gibi noroendokrin (NE) belirteglerini ifade eder ve bunlarin akciger epitelindeki NE
hiicrelerinden kaynak aldig1 diisiiniilmektedir (Govindan ve ark., 2006). 11k olarak, akciger
kokenli bir tiimor olarak nitelendirilmis ve 1926'da "yulaf hiicreli sarkom" olarak
tanimlanmistir (Barnard, 1926). Aslinda bir karsinoma oldugu ¢ok daha sonra farkedilmistir.
KHAK, baslangigta sitotoksik kemoterapiye son derece hassas olan bir kanser olarak
taninmistir. Hatta yeterince sitotoksik tedavi ile metastatik kanserin iyilestirilebilecegi
disiiniilmistiir. Ancak, etkin tedaviler gelistirebilmek adina otuz yili askin siiredir devam
eden klinik calismalara ragmen KHAK’larin biiyiik ¢ogunlugu tedavi edilememektedir.
Standart kemoterapi alan metastatik KHAK hastalarinda, yirmi yili agkin siiredir, ortalama
genel sagkalim, son zamanlardaki randomize klinik ¢alismalarda bile dokuz-onbir aylik bir
aralikla sinirh kalmistir (Farago ve Keane, 2018).

KHAK’m birincil nedenti, tiitlin sigarasidir, hastalarin %95'inden fazlas1 mevcut veya
eski sigara igenlerdir (Pesch ve ark., 2012). Sadece birka¢ baska mesleki veya cevresel
karsinojenin KHAK insidansinda etkili oldugu belirtilmistir. Bunlar, kimyasal tiretimde
kullanilan klorometil etere maruziyet ve uranyum madencilerinde rapor edildigi iizere

yiiksek diizeyde radon gazina maruziyet olarak belirtilmistir (Churg, 1994).
1.3.1.KHAK’1n Teshis ve Evrelenmesi

KHAK, 1958 yilinda Veteran’s Administration Lung Cancer Study Grup (VALSG)
tarafindan yapilan evreleme sistemine gore sinirli evre (SE) ve yaygimn evre (YE) olarak
smiflandirilmistir (Sekil 1.4) (Kalemkerian, 2011). SE, tiimor hemitoraks ve bolgesel lenf

diiglimleri ile smirli olup ekstratorasik tutulumun olmadigi hastalik olarak tanimlanir.



Tilimdriin bir hemitoraksa sinirli olmayip uzak metastaz yaptig1 durumlar ise yaygin hastalik
olarak nitelendirilmistir (Nosaki ve Seto, 2015). Yakin ge¢miste Association for the Study
of Lung Cancer (IASLC) tarafindan SE ve YE evreleme sisteminde sinirli evre tanimini
genisleten degisiklik 6nerilmistir. Tiimor bir hemitoraksa sinirli; ayni ya da karsi tarafa hiler,
mediastinal ve supraklavikular lenf bezi metastazi yapmis ise sinirli hastalik TNM’ye gore
Evre I, 11, 11l olarak degerlendirilmistir. Sinirli hastalik kapsamina girmeyen yaygin hastalik
evresindeki tiimor ise TNM’ye gore Evre IV olarak nitelendirilmistir (T:tiimér, N:lenf nodu,
M:metastaz). Giincel olarak, klinikte, her iki evreleme sisteminden de yararlanilmakta ve
genellikle kisiye oOzel tolere edilebilir radyoterapi alanina gore tedavi siireci

degerlendirilmektedir (Vallieres ve ark., 2009).

SINIRLI EVRE YAYGIN EVRE

Lenf nodu

Primer timér Beyin Primer tiimor metastazi

\ metastazi

Metastatik
tamor

\/ g
. Karaciger
Lenf nodu . ‘x metastazi
metastazi Diger
metastaz Kemik
bélgeleri metastazi

Sekil 1.4. KHAK da iki temel evre (Tecentriq, 2021°den uyarlanmistir)
1.3.2. KHAK’da Genetik ve Molekiiler Degisiklikler

Yakin zamanda yapilan genom c¢apinda c¢alismalar, KHAK’nin molekiiler
patogenezine iliskin bilgileri biiylik dl¢lide artirmig ve en biiyiik karsinojeni olan tiitlin
dumaninin etiyolojisindeki roliinii gbzler Oniine sermistir (Alexandrov ve ark., 2016).
KHAK hastalariin ¢ogunda, yogun tiitiin kullanimina bagli diger akciger kanser
hastalarinda oldugu gibi, tiitiin kullanim1 sonucu en ¢ok goriilen baz substitiisyonlarindan
C:G>A:T transversiyonu siklikla goriillmektedir (Govindan ve ark., 2012). Bu hastalarda,
ayrica tiitlin maruziyetiyle ilgili bagka bir degisiklik olan APO-B/E/C degisikligi de ifade
edilmektedir (Roberts ve ark., 2013).

Cerrahi rezeksiyonlarin nadirligi ve tiimdr biyopsilerinin veya sitolojisinin kiiciik
boyutu ve kalitesizligi nedeniyle, KHAK’nin genomik yapisi diger birgok kanserinkinden

daha az calisilmistir. Bununla birlikte, son zamanlarda yapilan bazi 6nemli ¢alismalarda,
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KHAK’da meydana gelen genetik degisikliklerle ilgili 6nemli bilgiler ortaya ¢ikarimistir
(Sekil 1.5) (Byers ve Rudin, 2015).

TP53 tA b L L L L L Ll L L L L L L (75-90%)
RB1 bbbttt rdt o (~100%)
PTEN (~5%)
MYC + (~20% MYC family alterations overall)
MYCL ++

MYCN +

SOX2 et +d (27%)
FGFR1 (<10%)
CCNE1 % (<10%)
EPHAT + (~10%)
PARP1 4%+ +++++++ (>50%")

+ Loss of function (mutation, LOH, deletion)
4+ Gain of function (amplification)

+

Sekil 1.5. KHAK’da meydana gelen molekiiler degisiklikler (Byers ve Rudin, 2015)
1.3.2.1. TP53 ve RB1 inaktivasyonu

KHAK, neredeyse evrensel olarak, TP53 ve retinoblastoma 1 (RB1) inaktivasyonu ile
karakterizedir (sirasiyla; hastalarin %75-90" ve %100'e yakini) (George ve ark., 2015). Bu
inaktivasyon olaylarinin, gogunlukla daha biiyiik hava yollarinda bulunan ASCL1 ifade eden
normal NE hiicrelerini hedefleyen molekiiler olaylar1 baslattigir disiinilmektedir
(Semenova, Nagel ve Berns, 2015). Fare modelleri ile yapilan ¢alismalar, bu iki olayin, fare
akcigerindeki uygun hiicrelere verildiginde yiiksek oranda KHAK tiimérii gelistirmede etkin
rol oynadigint dogrulamistir. Ayrica, bu siirecte, Pten, Nfib ve diger bazi1 genleri igeren baska
degisikliklere de neden oldugunu gostermistir (McFadden ve ark., 2014). Su anda mevcut
olan tiim KHAK hayvan modelleri, genellikle bir veya daha fazla ek genetik degisiklik ile

birlikte bu iki genin inaktivasyonunu kullanmaktadir (Kwon ve Berns, 2013).
1.3.2.2. Kromozom 3p iizerindeki tiimor baskilayici genler

1982'de Whang-Peng ve meslektaslar1 tarafindan yapilan sitogenetik ¢alismalar,
KHAK tiimorlerinde ve hiicre dizilerinde sik goriilen, rastgele olmayan, edinilmis bir
kromozomal anormalligi (delesyon 3p) tanimlamistir (Whang-Peng ve ark., 1982).
Kromozom 3p bolgelerinde bir parental allel kaybinin neredeyse tim KHAK’larda oldugu
ve patogenezin ¢ok erken safhalarinda, hatta histolojik olarak, yaygin kanser alan1 etkilerini
yansitarak, normal akciger epitelinde de meydana geldigi gosterilmistir (Wistuba ve ark.,

2000). Bu bulgular, 3p bdlgesinde bulunan tiimor baskilayici genler i¢in yogun bir arastirma
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stirecini baglatmistir. Bu siiregte, sekans veya ifadesinde anormalliklere sahip birden ¢ok
gen ve timor baskilayicr islevi olan proteinler RASSF1A, hyaluronik glukozaminidaz 1
(HYAL1), HYALZ2, semaforin 3B (SEMA3B), SEMAZ3F, fragile histidine triad (FHIT),
roundabout guidance receptor 1 (ROBOL1) ve von Hippel-Lindau tiimor baskilayict (VHL)
tanimlanmis ve ¢alisilmistir. Bununla birlikte, onlarca yillik g¢alismalara ragmen, bu
varsayilan timor baskilayict genlerlerin KHAK patogenezindeki kesin rollerine iliskin

bilgiler halen daha orta diizeyde kalmaktadir (Gazdar, Bunn ve Minna, 2017).
1.3.2.3. MYC ailesinin rolii

MYC ailesinin (MYC, MYCL ve MYCN) ii¢ liyesi de, KHAK tiimérlerinde ve hiicre
hatlarinda siklikla asir1 eksprese edilmektedir. MYC, KHAK tiimorlerinin %20'sinde
amplifiye olmakta ve kisalmis hayatta kalma siiresi ile iliskilendirilmektedir. Rb1, Trp53 ve
p130 genleri silinmis pulmoner NE hiicreleri, kiiltiir ortaminda normal sartlarda biiyiir ve
NE markdr genlerinin tam setini korur, ancak tiimdrijenik degildir. MYC ailesi liyelerinin,
ozellikle Mycl'nin, bir Rbl, Trp53 ve p130 silinmis fareden izole edilmis preneoplastik NE
hiicrelerinde ektopik ekspresyonunun ise, birkag hafta iginde tiimor olusturma kapasitesi
sagladigr bildirilmistir. Rb1, Trp53 ve p130 silinmis fareden Mycl'nin silinmesinin timor
biiylimesinin baskilanmasiyla sonuglanmasi, Mycl amplifikasyonu olan hasta gruplarinda
Mycl’nin terap6tik hedef olabilecegini gostermektedir (Gazdar ve ark., 2017).

Aurora kinazlar, MYC ailesi amplifikasyonu olan KHAK hiicrelerinde kritik kinazlar
olarak tanimlanmistir. AURKB, RB'yi fosforile eder, postmitotik kontrol noktalarini
diizenler ve anormal mitozdan sonra poliploidiyi 6nler. AURKA ve AURKB'nin
inhibisyonunun, MYC ailesi amplifikasyonu olan KHAK hiicrelerinin biiylimesini segici

olarak 6nledigi ve poliploidiye neden oldugu gosterilmistir (Helfrich ve ark., 2016).
1.3.2.4. NOTCH sinyal yolag:

KHAK’da Notch, NE farklilasmasini negatif olarak diizenleyen ve KHAK’larin
cogunda baskilanan bir tiimor baskilayicidir (Meder ve ark., 2016). Notch sinyal yolagi,
KHAK tiimorlerinin ¢ogunda, 6zellikle de NE hiicre markdr genlerinin tam setini ifade
edenlerde, ya delta-benzeri kanonik olmayan Notch ligand 1 (DLK1) ve DLL3 gibi Notch
inhibitorleri ile ya da Notch sinyal yolu genlerindeki mutasyonlart devre dis1 birakarak
inaktive edilir (George ve ark., 2015). Bunun aksine, KHDAK’da, Notch sinyal yolu genleri
onkogen olarak islev gormektedirler (Ntziachristos, Sage ve Aifantis, 2014).
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NE farklilagsmasinin kaybiyla birlikte Notch sinyal yolaginin aktivasyonuna, kismen
de olsa, néronal ve NE farklilagsmasinin transkripsiyonel bir baskilayicisini kodlayan REST
28'Iin (REI susturucu transkripsiyon faktorii 28) aktivasyonu aracilik eder. Cogu KHDAK
hiicresinde ifade edilen REST, ¢cogu KHAK hiicresinde ifade edilmemektedir. Sonug olarak,
Notch sinyal yolagi ve dolayisiyla REST ekspresyonu, cogu KHDAK’da, 6zellikle de NE
hiicre markor genlerinin tam setini eksprese edenlerde inhibe edilmektedir (Meder ve ark.,
2016).

Aktif olarak Notch eksprese eden KHAK hiicreleri, Notch’un tiimér baskilayict roli
ile tutarli olarak yavas biiyiir, ancak ayn1 zamanda, Notch un pro-tiimérijenik rolii ile tutarlt
olarak kemoterapi direnglidir (Lim ve ark., 2017). DLL3, Notch sinyal yolaginin baskin-
negatif bir inhibit6rii olarak islev goriir. Bazi DLL3’ler, KHAK hiicrelerinin hiicre
yiizeyinde bir neoantijen olarak ifade edilir. Faz I ¢alisma asamasinda olan DLL3 hedefli bir
antikor-ilag konjugati olan Rovalpituzumab Tesirin’in (ROVA-T), DLL3 eksprese eden
akciger NE karsinomunda oldukg¢a iyi derecede antitiimor aktivitesine sahip oldugu
gosterilmistir. Bu bulgular, KHDAK’da Notch sinyal yolagmin roliiniin olduk¢a karmasik
oldugunu ve birden fazla terapotik hedef sunabilecegine isaret etmektedir (Saunders ve ark.,
2015; Dylla, 2016).

1.3.2.5. Kinaz sinyal yolaklar:

Akciger adenokarsinomlarinda mutant EGFR ve EML4-ALK fiizyon proteinlerini
hedeflemedeki biiylik klinik bagsar1 nedeniyle, KHDAK’da kinaz genlerinde mutasyonlar
veya translokasyonlar bulmaya yonelik biiyiik ¢aba harcanmistir. KHDAK’da kinaz
genlerinde goriilen mutasyonlarin sayisi, KHDAK ile karsilastirildiginda daha azdir.
PI3K'nin katalitik alt birimini kodlayan PIK3CA'daki mutasyonlarin KHDAK hiicrelerinde
goriilebildiginin bildirilmesi, PI3BK-AKT-mTOR yolagin1 hedefleyen klinik ¢alismalara yon
vermistir (Shibata ve ark., 2009). PI3K-AKT-mTOR yolaginin bir inhibitorii olan PTEN’in,
fare modelinde inaktive edilmesi, KHAK hiicrelerinin biiylimesini hizlandirmis ve
metastazlarin artmasina yol agmustir (Cui ve ark., 2014). KHAK ’larin bir alt kiimesi, FGF2,
FGF9 veya FGFRI1 proteini aracilifiyla, fibroblast bliylime faktorii (FGF)-FGF reseptor 1
(FGFR1) yolagmin aktivasyonu ile karakterize edilmektedir (Wynes ve ark., 2014). FGFR1
protein ekspresyonu, FGFR1 mRNA seviyeleri ve FGFR1 gen kopya saysi ile
iliskilendirilmistir. FGFR1 ve ligand ekspresyonunun birlesik analizinin, FGFR1 inhibitor

tedavisi icin KHAK 11 hastalarin se¢imine izin verebilecegi diisiiniilmektedir (Schultheis ve
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ark., 2014). KHDAK’nin aksine, EGFR veya KRAS mutasyonlar: ya da RAF-MEK-ERK
yolu dahil olmak tizere EGFR ve KRAS sinyal yolaklarinin diger pertiirbasyonlari
KHDAK’da olduk¢a nadir gériilmektedir. Ozellikle, KRAS mutasyonlar1 neredeyse hig
goriilmemekte ve bu yolagin aktivitesinin olmamasinin KHDAK tiimoérleri i¢in avantaj

olabilecegi diisiiniilmektedir (Cristea ve Sage, 2016).
1.3.3. KHAK’da Epigenetik Degisikliler

KHAK hiicrelerinde goriilen ¢ok sayida DNA dizisi degisikliklerine ek olarak, diger
kanser tiirlerinde de oldugu gibi, epigenetik degisiklikler de hastaligin patogenezinde 6nemli
roller oynamaktadir. Kanserde kiiresel epigenetik degisiklikleri hedeflemeye yonelik birden
fazla yaklasim klinik denemelere girmistir, ancak epigenetik degisiklikler, timor biiylimesi
icin hem yararli hem de zararli olan ¢ok sayida geni etkilediginden, belirli degisiklikleri
hedeflemenin daha biiyilik ve daha tutarli faydalar saglayacag: diisiiniilmektedir (Jones, Issa
ve Baylin, 2016).

KHAK igin ¢esitli DNA metilasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Elde edilen verilere gore,
RASSFIA'nin promoter hipermetilasyonu ve ardindan ekspresyonunun baskilanmasinin,
hemen hemen tiim KHAK tiimérlerinde bulundugu gozlemlenmistir (Burbee ve ark., 2001).
DAPK, KHAK tiimorlerinin {igte birinde metilasyona ugramaktadir (Toyooka ve ark., 2003).
Oliim reseptoriiniin aracilik ettigi apoptozla ilgili sinyal aglari, KHDAK’da promoter
hipermetilasyonu yoluyla bozulmaktadir (Hopkins ve ark., 2003). KHDAK’nin son
kapsamli genetik analizleri ile histon degistiricilerde (CREBBP, EP300) ve epigenetik
okuyucularda (MLL, MLL2) sicak nokta mutasyonlarini tanimlanmistir (Rudin ve ark.,
2012; Boettger ve ark., 2012; Augert ve ark., 2017). Ayrica, genom ¢apinda bir metilasyon
analizi, KHAK larin % 77'sinden fazlasinda yetmisii¢ gen hedefinin metillendigini ve bunun
KHAK’a 6zgii olabilecegini gostermistir (Kalari ve ark., 2013).

KHDAK ’nin néroendokrin orijini ile tutarli olarak, NEUROD1, HAND1, ZNF423 ve
REST dahil olmak iizere noral hiicreye 6zgii birkag¢ transkripsiyon faktorii tanimlanmustir.
Yakin zamanda yapilan bir bagka c¢alisma, kromatin erisilebilirliginin artmasi yoluyla
epigenetik yeniden programlamanin, noronal gen ekspresyon programlarini ve pro-
metastatik davranisit tesvik eden transkripsiyon faktorii Nkib'in mutasyonu tarafindan
yonlendirildigini dogrulamistir (Denny ve ark., 2016). Baska bir analiz, KHDAK’nin DNA

metilasyonu ve gen ekspresyon profillerinin kiimelenmesinin, benzer genetik degisikliklere
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sahip histolojik olarak ayirt edilemeyen hasta 6rnekleri arasinda farkli hastalik alt tiplerini
ortaya ¢ikardigini gostermistir (Poirier ve ark., 2015).

KHAK’da yiiksek seviyede metillenmis CpG adalarimin yogun kiimelenmesi, bu
kanser tiirtinii diger akciger kanserlerinden farkli kilmaktadir ve bu durum E2F hedefi ve
histon metiltransferaz geni EZH2'nin yiiksek seviyede ifadesi ile giiclii bir sekilde iligkilidir
(Reguart ve ark., 2014). Pek ¢ok rapor, EZH2'nin, KHAK’da asir1 ifade edildigini ve E2F'nin
yol agtig1 tiimor olusumunu destekledigini dogrulamistir (Hubaux ve ark., 2013; Poirier ve
ark., 2015). Ayrica, IncRNA TUGZL1’in, EZH2'nin diizenlenmesini etkileyerek hiicre
biiyiimesine ve kemorezistansa da katildigi gosterilmistir (Niu ve ark., 2017). Bu klinik
oncesi veriler ve ilag kesfindeki son gelismeler, EZH2'nin KHAK’da hedeflenen tedaviye
uygun oldugunu gostermektedir (Wee ve ark., 2014).

KHAK’da gozlemlenen bir diger epigenetik degisikligin, KHAK gelisiminde rol
oynadigi disiiniilen MiR-17-92 kiimesinin yiiksek oranda ifadesi ile iligkili oldugu
saptanmistir (Hayashita ve ark., 2005). miR-886-3p’nin ise, KHAK’larin %66'sinda
metilasyon ile susturuldugu ve azalmis ifadesinin, daha kisa hayatta kalma ile iliskili oldugu
bildirilmistir. MiR-886-3p'nin yeniden ifadesinin, hiicre proliferasyonunu, gogiinii ve istila
kapasitelerini gii¢lii bir sekilde bastirdig1 ve hedef genleri PLK1 ve TGF1'in ekspresyonunu
azalttig1 gézlemlenmistir (Cao ve ark., 2013).

Epigenetik faktorleri hedeflemek, akciger kanseri tedavisinde kemorezistansi ele
almak ve bagisiklik kagisini tersine ¢evirmek i¢in oldukga yeni bir yaklagimdir. Epi-ilaglarin
geleneksel kemoterapi veya immiinoterapi ile kombinasyonu su anda ileriye doniik klinik
caligmalarda yogun bir sekilde test edilmektedir. Epigenetik diizenlemelerin ve
hassasiyetlerin anlagilmasindaki ilerlemenin, akciger kanserli hastalarda sagkalim
sonuglarinin iyilestirilmesi i¢in yeni yollar saglayabilecegi diisiiniilmektedir (Jones, Issa ve
Baylin, 2016).

1.3.4.KHAK Tedavisi

KHAK’nin ilk basamak kemoterapi ve radyasyon tedavisine karsi gii¢lii tepkisi
(kabaca %60-%70 yanit oranlar1), hastaligin tekrarlamasindan sonra ikinci basamak
tedavilere kars1 gosterdigi direng ile kesin bir sekilde tezat olusturmaktadir. Genel olarak,
SE-KHAK eszamanli kemoradyasyon ile tedavi edilirken, YE-KHAK tek basina kemoterapi
ile tedavi edilir. SE-KHAK i¢in mevcut son teknoloji tedavi tipik olarak, radyasyon terapisi

ile kombinasyon halinde cisplatin etoposid kemoterapisini igerir. SE-KHAK i¢in yapilan
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klinik deneyler hiperfraksiyone radyasyon terapisinin {istiinliigiinii ve radyasyon terapisine
miimkiin oldugunca erken siiregte baglamanin 6nemini ortaya koymustur (Fried ve ark.,
2004; Spiro ve ark., 2006). Bu multimodalite tedavileri ile hastalarin %20'ye kadari uzun
vadede hastalik kontroliine sahip olabilmektedir. Bununla birlikte, kesin kemoradyasyona
ragmen, ¢cogunlukla hastalik tekrarlamaktadir (Demedts ve ark., 2010). KHAK tedavisinde
ek ilerleme, baslangictaki platin bazli kemoterapilerine yanit veren SE-KHAK ve YE-
KHAK hastalarinda profilaktik kraniyal 1isinlamanin kullanimini i¢ermektedir (Slotman ve
ark., 2007)

YE-KHAK hastalari i¢in, ilk basamak tedavi platin bazli kemoterapidir. Cogu hastaya
platin etoposid kemoterapisi (karboplatin veya cisplatin) verilirken ve bazi hastalara
alternatif olarak platin-irinotekan tedavisi verilmektedir. Hastaligin niiksetmesinden sonra,
ABD Guda ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan tek ikinci basamak ilag topotekandir
(TPT). Bir kamptotesin analogu olan TPT, DNA topoizomeraz | inhibitoridiir. En ¢ok
KHAK ve yumurtalik kanserine karsi etkili olsa da hematolojik maligniteleri, 6zellikle
kronik miyelomonositik 16semi ve miyelodisplastik sendromu tedavi etmek icin de
kullanilmaktadir (Byers ve Rudin, 2015).

Diger ikinci basamak tedavilerde oldugu gibi, ilk basamaktaki platin bazli tedaviden
sonra, daha uzun hastalik kontrolii yasayan hastalarda yanitlar tipik olarak daha yiiksektir.
Ornegin, etoposid tedavisinin tamamlanmasindan {i¢ aydan fazla siire sonra niikseden
hastalarda yanit oranlar1 % 25 kadar yiiksek olabilir, ancak etoposid tedavisi tamamlandiktan
sonra ti¢ aydan kisa bir siire iginde hastalik niiksederse oranlar yalnizca %3 ila %6 arasinda
sinirl kalmaktadir (Simos ve ark., 2014). ilk basamak tedaviden sonraki diger segenekler
arasinda taksanlar, irinotekan, vinorelbin ve gemsitabin bulunur. Merkezi sinir sistemi
lezyonlarinda oral dozlama ve aktivitesi agisindan ¢ekici olan temozolomid ikinci basamak
tedavisinde daha yeni bir gelismedir. Ugiincii basamak durumda ise kemoterapiye yanitlar
oldukga nadir goriilmektedir (Pietanza ve ark., 2012).

Yakin zamanda, KHAK'in molekiiler biyolojisine iligskin yeni verilerin elde edilmesi
yeni ilaglarin gelistirilmesine yol agmistir. Bunlardan en umut verici olanlarin, immiin
kontrol noktas1 inhibitorleri ve antikor ila¢ konjugati ROVA-T oldugu diisiiniilmektedir
(Wagar ve Morgensztern, 2017).
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1.3.5. KHAK Tedavisinde Kemoterapi Ila¢ Toksisitesinin Diger Baz1 flaclarla

Arttirilmasi

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapdtik ilaglarin farmakokinetik kisitlamalar ve
istenmeyen yan etkileri nedeniyle daha farkli antikanser ajanlarin gelistirilmesi her zaman
dikkat ¢ekici olmustur. Steroidler, nonsteroid anti-enflamatuar ilaglar, flavonoidler, dogal
polifenoller gibi tibbi ajanlar kemoterapdtik ilaglarla birlikte kullanildiginda kanser
hiicrelerinde toksisiteyi arttirarak tedaviye destek saglayabilirler (Wagar ve Morgensztern,
2017).

Cesitli galismalar, hem tek bir ajan olarak hem de kemoterapi ile kombinasyon halinde
KHAK'da molekiiler olarak hedeflenen tedavilerin roliinli incelemistir. Ne yazik ki, bu
caligmalarin ¢ogu, sinirli hasta popiilasyonlarinda gerceklestirildiginden, tam bir basariya
ulagamamigtir. Test edilen hedefe yonelik tedaviler arasinda bevacizumab (Pujol ve ark.,
2015), vandetanib (Arnold ve ark., 2007) ve aflibercept (Allen ve ark., 2014) gibi anti-
anjiyogenez ilaglar, panobinostat (de Marinis ve ark., 2013), oblimersen (Rudin ve ark.,
2008) ve obatoclax (Langer ve ark., 2014) gibi apoptozu hedefleyen maddeler ve
cixutumumab ve vismodegib dahil olmak {izere hiicre sinyal yolaklarin1 hedefleyen
maddeler (Belani ve ark., 2016) yer almaktadir. Umit verici sonuglar1 olan iki hedefli ilag,
sunitinib ve alisertib olarak degerlendirilmektedir (Wagar ve Morgensztern, 2017).

1.4. Meklofenamik Asit

Fenamat, aspirin, asetaminofen ve ibuprofen gibi nonsteroid antienflamatuar ilaglar
(NSAII) postoperatif ve travmatik inflamasyon tedavisinde kullanilan ates diisiiriicii ve
analjezik maddelerdir. Meklofenamik asit; flufenamik, mefenamik ve niflumik asitler gibi
N-fenilantranilik asit tiirevi olan bir fenamat NSAII*dir. NSAll'lerin, Alzheimer hastaliginda
noro-koruma gibi merkezi sinir sistemi iizerindeki potansiyel etkilerinin gosterilmesi bu
ilaglarla yapilacak klinik aragtirmalari tesvik edici nitelikte olmustur (Lee ve Wang, 1999).

Meklofenamik asit (MA) ve diger NSAIT'lerin antienflamatuar etkilerine aracilik eden
ana mekanizmanin, hem periferik hem de merkezi dokularda arasidonik asitten
prostaglandinlerin (6rn., Prostaglandin E2) biyosentezini katalize eden siklooksijenaz enzim
sistemi Cox, Cox-1 ve Cox-2'nin inhibisyonu oldugu bilinmektedir (Wu, 1998). Cox-2
sisteminin inhibisyonu antiinflamatuvar etkiye neden olurken, Cox-1 enzim sisteminin
inhibisyonu antiinflamatuvar etkiyle birlikte gastrik iritasyona neden olmaktadir (Kalgutkar
ve ark., 2000).
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Yapilan c¢esitli calismalarla, fenamatlarin ve MA’nin ayrica siklooksijenaz-
prostaglandin mekanizmasindan bagimsiz olabilecek bir yolla c¢esitli iyon kanallarini
modiile ettigi gdsterilmistir. Ornegin, meklofenamik asidin ATP'ye duyarli bir potasyum
kanalinin gii¢lii bir engelleyicisi oldugu bildirilmistir. Daha sonralar1 ise MA’nin ndronal
voltaj kapili potasyum kanallarini da bloke ettigi gosterilmistir (Lee ve Wang, 1999). Ayrica,
MA’nin, insan aortik diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasini ve gog¢ etmesini engelledigini
gosterilmesi, yeterli ve dogru bir doz uygulandig1 takdirde anjiyoplasti sonrasi restenozu
onlemek i¢in degerli bir madde olabilecegine isaret etmistir (Schober ve ark., 2002).

Isitme kaybi, insanlarda en sik gériilen duyu bozuklugudur ve cisplatin gibi ilaglarin
i¢ kulaktaki tiiylii hiicrelerde neden oldugu ototoksisiteden kaynaklanmaktadir. Bu hiicreleri
ilaglarin toksik etksinden koruyabilecek ajanlar ve mekanizmalar bulmaya biiyiik bir ilgi
vardir. Yakin zamanda, koklear tiiylii hiicrelere benzeyen bir hiicre hatt1 olan HEI-OC1
kullanarak yapilan bir arastirmada meklofenamik asitin koruyucu bir etkiye sahip oldugu ve
cisplatin tedavisinden sonra HEI-OC1 hiicrelerinin canliligint artirdigi bildirilmistir. Bu
durum, MA’nin, cisplatin kaynakli ototoksisitenin iyilestirilmesi igin potansiyel terapotik
hedeflere yeni bakis agilar1 sagladigini gostermektedir (Li ve ark., 2018).

Tim bu ¢alismalara ek olarak, meklofenamik asitin farkli mekanizmalar {izerinden
cesitli kanser tilirlerinde tiimor olusumu ve biiyiimesi iizerinde koruyucu etkiye sahip
olabilecegini goésteren caligmalar da literatiirde yerini almistir (Delgado-Enciso ve ark.,
2015; Soriano Hernandez ve ark., 2015; Cui ve ark., 2017). MA’nin, ayrica, bir N6-metil
adenozin (m6A) demetilaz olan fat mass and obesity associated proteinin (FTO) spesifik bir
inhibitori oldugunun tespit edilmesi (Huang ve ark., 2015) bu proteinin roliinii anlamaya

151k tutacak olan ¢alismalara yon vermistir.
1.4.1.Gap Baglant1 Bloklayicis1 Olarak MA

Cesitli hiicrelerde ve dokularda bulunan gap baglantilari, ana yapisal elemanlarin
conneksin olarak adlandirilan transmembran proteinler tarafindan olusturuldugu hiicreler
arasi baglanti ¢esididir. Gap baglantilar iizerinde etkili oldugu bilinen bir dizi molekiil bu
alandaki c¢esitli g¢alismalarda kullanilmaktadir. Bu molekiillerden fenamatlarin, gap
baglantilar1 bloke edici 6zellikte oldugu ve conneksin 43 aracili hiicreler arasi iletisimde
rollinii incelemek icin kullanilabilecegi belirtilmistir. Bir gap baglant1 antagonisti oldugu
gosterilen MA, yiiksek inhibisyon potansiyeli, suda ¢6ziiniirliik ve nispeten hizli tersinirlik

avantajlarma sahiptir. Bu 6zellikleriyle, MA'nin retinadaki gap baglantilar1 ve elektriksel
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sinapslarin iglevsel 6zelliklerini ve rollerini arastirmak ic¢in yararl bir ilag olabilecegi 6ne
striilmastir (Veruki ve Hartveit, 2009; Jin ve ark., 2013).

Gap baglantilarinin, ayrica, epileptogenez siirecinde yer alabilecegini ortaya koyan
cesitli calismalar mevcuttur. Epileptogenez; spontan ndbetlerin olusmasina neden olan
molekiiler ve hiicresel degisikliklerinin kaskadinin tetiklenmesi ile sonu¢lanan beyin hasari
stirecini ifade etmektedir. MA’nin, antiepileptojenik veya hastalik modifiye edici 6zelliklere
sahip olup olmadigimin test edildigi ¢alisma, bu ilacin limbik epileptogenezi yavaslattigini

dogrulamis ve potansiyel bir ilag olabilecegini gostermistir (Jin ve ark., 2013).
1.4.2. Antikanserojen Ajan Olarak MA

Enflamasyon, tiimor proliferasyonu, progresyonu ve yayilmasi sirasinda kritik bir olay
olarak tanimlanmustir. Enflamasyonun, esas olarak siklooksijenaz 2 (COX-2) enziminin
aktivitesiyle indiiklendiginin ve korundugunun gosterilmesi, COX-2 inhibisyonunun kanser
tedavileri i¢in kullanilmasinin 6niinii agmistir (Soriano Hernandez ve ark., 2015). MA gibi
fenamatlar, yiiksek COX-2 inhibisyon kapasitesi sayesinde gii¢lii anti-enflamatuar
ozellikleri ile one c¢ikan NSAIl’lerdir. Aym1 zamanda, aldo-keto rediiktazlarm (AKR),
Ozellikle AKR1C alt ailesinin ¢ok etkili inhibitorleridirler. Hem COX-2 hem de AKR1C'nin
inhibisyon stiregleri bu ilaglarin antitimor etkisinde rol oynamakta ve bu sebeple de
fenamatlarin kanser tedavisinde biiyiilk potansiyele sahip oldugu disiiniilmektedir
(Skarydova ve ark., 2009; Kovala-Demertzi ve ark., 2009). Bir dizi NSAII’nin rahim agzi
kanser hiicreleri iizerine etkisinin incelendigi bir ¢alismada, 6dnemli derecede antitiimor
etkisiyle, en fazla MA’nin sitotoksik 6zellik sergiledigi gosterilmistir (Soriano Hernandez
ve ark., 2015). MA’nin prostat kanserine antineoplastik etkisini in vitro ve in vivo olarak
arastiran bir ¢caligmada bu ilacin, tiimdr biiyiimesini 6nemli dl¢lide azalttigi, hayatta kalma
sliresini uzattigi gézlemlenmistir (Soriano-Hernandez ve ark., 2012). Androjenden bagimsiz
prostat kanserinde MA’nin neden oldugu histolojik degisiklikleri analiz eden bir diger
calisma da bu sonucu desteklemis ve daha az hiperselliilerite, daha az atipik mitoz ve daha
az niikleer polimorfizm saglamasiyla MA’nin hiicre biiylimesini yavaglattigi bildirilmistir
(Delgado-Enciso ve ark., 2015).

MA’nin kanserde roliiniin arastirildigi calismalar bu ilacin metal komplekslerinin de
antiproliferatif etkilerinin arastirilmasiyla genisletilmistir. Ligand olarak aktif ilaglarin metal
komplekslerinin kullanilmasi artmis farmasotik veya biyolojik aktiviteye sahip olmasi

nedeniyle inorganik ve tibbi kimya igin popiilaritesi artan bir ilgi alanidir ve yeni ilag
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gelistirme yaklasimi olarak dikkat ¢ekmektedir. MA’nin farkli metal komplekslerinin ii¢
farkli insan kanser hiicre hattinda etkilerinin incelendigi bir ¢calismada bu komplekslerin
meme ve mesane gibi bazi kanser tiirlerinde antiproliferatif etkiyi artirabilecegi bildirilmistir
(Kovala-Demertzi ve ark., 2011).

NSAIil’lerin antitiimér etkilerinin COX-2 inhibisyonundan kaynaklandigi siklikla
varsayilsa da, COX-2 bagimsiz mekanizmalarin da 6nemli bir rol oynayabilecegine dair
kanitlar mevcuttur. Bir NSAII olan sulindac'in metaboliti olan sulindac siilfon (Aptosin) ile
yapilan ¢alismalar, yeni bir antitimor aktivite mekanizmasini ortaya ¢ikarmistir. Bu bilesik,
COX-1 veya -2 aktivitesini inhibe etmeyip, bunun yerine spesifik guanozin 3', 5' monofosfat
(cGMP) fosfodiesterazlari inhibe etmektedir. Bu da, cGMP'nin hiicre i¢i seviyelerinde bir
artisa neden olarak cGMP'ye bagimli enzim protein kinaz G'nin (PKG) aktivasyonuna yol
acmaktadir. PKG'nin aktivasyonu ise bilylimenin yavaslatilmasi ve apoptozla sonuglanan bir
dizi olaya yol agmaktadir (Thompson ve ark., 2000). Aptosin tiirevleri ve diger bazi
NSAIi’lerde de cGMP'nin hiicresel seviyelerinin artmasina ve PKG'nin aktivasyonuna yol
acan benzer molekiiler etkiler goriilmiistiir (Soh ve ark., 2003, Soh ve ark., 2001). SW480
insan kolon kanseri hiicrelerinin biiylimesini inhibe eden dozlardaki MA’nin cGMP
fosfodiesteraz PDE enzimatik aktivitesini inhibe ettigi ve saglam hiicrelerde de hiicre igi
cGMP seviyelerinde 2-3 kat artisa neden oldugu gosterilmistir. Bu durum, bir PKG markérii
olan VASP proteininin fosforilasyonu, JNK1'in aktivasyonu ve siklin D1'in hiicresel
seviyelerindeki azalma ile iliskili olup, PKG'nin aktivasyonuna neden olan diger ajanlarda
goriilen etkiler ile benzerlik tasimaktadir (Soh ve ark., 2008).

NSAil’lerin  antitimdér  etkilerinin  COX-2 bagimsiz  mekanizmalarla da
gerceklestirebilecegine dair kanitlar, MA’nin ayn1 zamanda bir FTO inhibitorii oldugunun
(Huang ve ark., 2015) ve FTO’nun kanser gelisiminde rol oynayabileceginin gosterilmesiyle
genislemistir. Bir m6A demetilaz olan FTO’nun MA ile inhibisyonunun, glioblastoma kok
hiicrelerinde m6A seviyelerini artirarak bu hiicrelerin biiylimesini ve kendini yenilemesini
engelledigi bildirilmistir (Cui ve ark., 2017). Ayrica, meme kanseri hiicrelerinde de MA’nin
etkisi arastirilmistir. Yapilan ¢alisma sonuglari, MA uygulamasi ile artan m6A seviyesinin

meme kanserinde pro-tiimor aktivitesi sagladigini gostermistir (Xu ve ark., 2020).
1.4.3.FTO Inhibitorii Olarak MA

NSAII ve gap baglanti bloklayicist olmasinin yanisira MA’nin bir FTO inhibitorii
oldugu da gosterilmistir (Huang ve ark., 2015). FTO ve AlkB Homolog 5 (ALKBH5)
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proteinlerinin, 6zellikle mRNA’da bol olarak bulunan N6-metiladenozin (m6A) kalintilarini
oksidatif olarak demetile ettiginin bulunmasi iizerine, bu iki protein epitranskriptomik
caligmalarin odak noktalar1 arasinda yerlerini almistir. m6A metilasyonunun kanser
mekanizmalarinda da rol oynayabileceginin bildirilmesi tizerine bu proteinleri kodlayan
genleri susturma c¢aligmalarinin yani sira, proteinleri inhibe edecek biyolojik molekiillerin
arayisi da baslamistir. Her ikisi de alfa-ketoglutarat bagimli hidroksilaz ailesinin birer tiyesi
olan proteinlerden ALKBHS5 degil de sadece FTO’nun inhibisyonunu hedefleyen
molekiillerin tespit edilmesinde yakin zamana kadar zorluklar yasanmistir. 2014 yilinda
MA’nin, ALKHBS5’i degil sadece FTO’yu baskiladiginin bulunmast m6A demetilasyonu ve
iligkili mekanizmalarinda FTO’nun tek basina oynayacagi rollerin arastirilmasina katkida

bulunmustur (Huang ve ark., 2015, Cui ve ark., 2017, Xu ve ark., 2020)
1.5. FTO ve m6A Metilasyonu iliskisi
1.5.1.FTO Geni ve Proteini

Insanlarda 16q12.2 kromozomal bdlgede lokalize olan 9 ekzonlu Fto (fat masss and
obesity associated) geni 400 kb’lik bir alan kaplar ve 505 amino asitlik FTO proteinini
kodlar. FTO, Hem-igermeyen demir igeren proteinler (non-heme iron-containing proteins)
olan alfa-ketoglutarat bagimli hidroksilaz ailesinin bir iiyesidir (Gerken ve ark., 2007). En
yiiksek beyinde olmak {izere insan, fare ve sigan fetal ve ergin dokularinda ifade edildigi
gosterilen bu proteinin DNA tamiri, yag asidi metabolizmasi ve post-transkripsiyonel
modifikasyonlar gibi hiicresel siireglerde rol oynadig1 gosterilmistir (Sanchez ve Andrade,
2007). 2007 yilindan bu yana yapilan Genom 6lgeginde iliskilendirme ¢alismalart (GWAS),
Fto genindeki intron bolgelerine ait polimorfizmlerin obezite ve artmis viicut kitle indeksi
ile yakindan iliskili oldugunu gostermistir (Frayling ve ark., 2007). Biiyiik ¢apli genotipleme
calismalarinin yiriitilmesi sirasinda, insan hastaliklarinda FTO’nun rolii merkezi sinir
sistemini kapsayacak sekilde genisletilmistir. Fto genindeki varyantlarin depresyon (Rivera
ve ark., 2012), Alzheimer hastaligi (Keller ve ark., 2011; Reitz ve ark., 2012) ve sporadik
amyotrofik lateral skleroz (Mitropoulos ve ark., 2017) gibi norolojik hastalik durumlari ile
de iliskili oldugu bulunmustur. Bir¢ok arastirmaci tarafindan yapilan Fto geni fonksiyon
kayb1 (loss-of-function) ¢alismalarinda FTO’nun postnatal blyiime geriligi, mikrosefali,
psikomotor gelisim geriligi ve diisiik kemik mineral yogunlugu ile de iligkili oldugu
bulunmustur (Boissel ve ark., 2009; Gao ve ark., 2010). Son yillarda yapilan bazi ¢alismalar
FTO’nun kanserdeki olasi1 roliine dikkat ¢ekmis ve Fto gen polimorfizmlerinin akut miyeloid
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Losemi (AML), meme, servikal ve gastrik kanser gibi pek ¢ok kanser tiirliyle yakindan
iligkili oldugunu ortaya koymustur. Calismalar bu kanser tiplerinde FTO’nun yiiksek
miktarda ifade edilerek kanser hiicrelerinin biiyiime, kendini yenileme ve metastazina katki
sagladigin1 gostermektedir (Chen ve Du, 2019).

FTO’nun fonksiyonu ile ilgili caligmalarda baslangicta DNA’daki 3-meT’in
demetilasyonunu (Gerken ve ark., 2007) gerceklestirdigi, ancak daha sonra baglica
substratinin DNA’ya kiyasla RNA oldugu gosterilmistir. FTO’nun enzimatik aktivitesi
lizerine yapilan ¢aligmalar, 2011 yilinda Jia ve arkadaslarinin, FTO’nun tek iplikli RNA’da
N6-metil adenozini (m6A) demetile etmeyi giiglii bir sekilde tercih ettigini gdstermesiyle

yeni bir boyut kazanmistir (Jia ve ark., 2008).
1.5.2. m6A Modifikasyonlar:

m6A modifikasyonlar, memeli mRNA’larinda diger RNA modifikasyon tiplerine
kiyasla en ¢ok goriilen modifikasyon g¢esididir ve doku gelisimi, hiicre yenilenmesi ve
farklilagsmasi, DNA hasar tepkisi ve kanser gelisiminde 6nemli role sahip oldugu
gosterilmistir (Xiang ve ark., 2017, Chen ve Du, 2019). mRNA ya da uzun kodlamayan RNA
(IncRNA) gibi bazi kodlamayan RNA’lardaki m6A modifikasyonlarinin, ayrica,
spermatogenez, T-hiicre homeostazi, 1s1 soku cevabi (heat shock response), pluripotensi ve
yeniden programlama gibi pek c¢ok hiicresel silirecte de Onemli role sahip oldugu
gosterilmistir. RNA’larda m6A genellikle stop kodonlarinda, 3’UTR bdlgelerinde ve
internal uzun ekzonlarin i¢inde bulunur. m6A’nin dinamik ve geri doniisiimlii bir sekilde
FTO’nun ana substrati oldugu bildirildikten sonra m6A modifikasyonu biiyiik dikkat
cekmistir (Lin ve ark., 2017; Aguilo ve ark., 2015).

m6A modifikasyonlar1 memelilerde bir grup diizenleyici protein tarafindan
diizenlenmektedir. m6A, metiltransferaz olan METTL3 ve METTLI14 ile RNA’ya
eklenirken (writers), FTO ya da ALKBH5 ile RNA’dan kaldirilir/silinir (erasers). m6A
cekirdekte YTHDC1, HNRNPA2BI1 ve IGF2BP1/2/3 ile, sitoplazmada da YTHDF1/2/3,
YTHDC?2, elF3 ve IGF2BP1/2/3 ile okunur (readers) (Sekil 1.6) (Wang ve ark., 2018; Luo
ve ark., 2018).
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Sekil 1.6. m6A modifikasyonunda yer alan diizenleyici proteinler (Luo ve ark., 2018)

1.5.3.m6A Modifikasyonlarinin Kanser ile Tliskisi

Bazi m6A yazicilarin (writers), okuyucularin (readers) ve silicilerin (erasers),
gelisimde ve kok hiicre farklilagmasinda kilit rol oynadigi gosterilmistir. Bu yolaklardaki
degisiklikler veya epitranskriptomik regiilatorlerin diizensizligi, tiimoér olusumunun
tetiklenmesiyle iligkilendirilmistir (Fitzsimmons ve Batista, 2019). Hepatoselliiler
karsinomada METTL14’{in, m6A'ya bagimli primer MicroRNA islemlerini modiile ederek
kanser hiicrelerinin metastatik potansiyelini baskilayabildigi gosterilmistir (Ma ve ark.,
2017).

FTO’nun m6A demetilaz aktivitesine sahip oldugunun gosterilmesi bu proteinin de
kanser ile olabilecek iliskisine dikkatleri ¢ekmistir. m6 A modifikasyonunun, glioblastoma
kok hiicrelerinde (GKH) kendi kendini yenileme ve tiimorijenez i¢in kritik oldugunun
gosterildigi bir ¢calismada FTO inhibisyonun GKH biiyiimesini ve kendini yenilemesini
baskiladig1 goriilmiistiir. Yapilan ¢alismada METTL3 veya METTL14'in baskilanmasinin
da GKH’nin biiyiimesini ve tiimdrijenezisini biiyiik dl¢iide destekledigi bildirilmistir (Cui
ve ark., 2017). Li ve arkadaslar1 (2017), FTO’nun demetilaz aktivitesinin AML’deki
fonksiyonunu arastirdiklar1 bir calismada, FTO’nun ASB2 ve RARA gibi hedeflerin
ekspresyonunu, bu genlerin mRNA transkriptlerindeki m6A seviyelerini azaltarak
etkilediklerini gostermisler ve FTO’nun tiimdr supresor genler ve onkogenlerin
ekspresyonlarina etki ederek onkojenik fonksiyonu olabilecegini ileri stirmiislerdir. Bir
baska calismada ise skuamoz hiicreli akciger kanserinde diger m6A modifikasyon

proteinlerinin degil de sadece FTO’nun anormal m6A modifikasyonundan sorumlu faktor
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oldugu gosterilmis ve tiimor gelisimine katkida bulunup onkojenik 6zellik gosterdigi rapor

edilmistir (Li ve ark., 2017).

Tablo 1.2. m6A diizenleyici proteinlerin gesitli kanser tiirlerinde rolii

P_ro_teln Molekiil Kanser Karls erdeki Fonksiyon Refereans
Tipi Rolii
Hepatoseliiler | Onkojenik SOCS2 g MRNA Chen ve
METTL3 . kararliliginin
karsinoma ark., 2018
zayiflatilmasi
Onkoienik SOX2 MRNA | Visvanathan
METTL3 Glioma ) metilasyonu ve | ve ark.,
kararliligi 2018
. . . c-Myc, Bcl-2 ve
meA | METTL3 | Akut miyeloid | Onkojenik | prpy ifadesinin | YU Ve ark,
l6semi .. 2017
yazicl kontrolii
MYB ve MYC'in
METTL14 A:kut mlyeIOId Onkojenik | mRNA kararliligini ve | Weng ~ ve
16semi translasyonunu ark., 2018
diizenler
Hepatoseliiler | Timor el DGCRS Ma ve ark.,
METTL14 - tarafindan islenmesini
karsinoma baskilayici 4 2017
diizenler
Akut miyeloid | Onkojenik | ASB2 Ve RARAdahil 1) ;0 oy
FTO 16semi olmak tizere bir dizi 2017
kritik geni hedefler
- Myc/CEBPA
FTO Losemi Onkojenik transkriptlerinin Su ve ark.,
9 2018
kararliligini artirir
Servikal .
skuamoz Onkojenik P-katenin/ERCC1 Zhou  ve
FTO .. eksenini pozitif olarak
hiicreli .. ark., 2018
MO6A : diizenler
silici karsinom
Akciger Onkojenik | MZEL mRNAYL || iy ve ark,
FTO . demetilasyonu ve
kanseri . 2018
kararliligi
NANOG'un
. - demetilasyonu ve | Zhang ve
ALKBH5 Meme kanseri | Onkojenik MRNA seviyesini | ark., 2016
artirilmasi
. - FOXMT/I’in Zhang ve
ALKBH5 Glioblastoma | Onkojenik demetilasyonu ark., 2017
Hepatoseliiler - Hastalarin kétii | Zhao ve
YTHDFL karsinoma Onkojenik prognozu ile iligkili ark., 2018
Hepatoseliiler _— Kanser malignitesi ile | Yang ve
meA | Y THDF2 karsinoma Onkojenik | 4y: kil ark., 2017
okuyucu Serviks MYC gibi hedeflerin
kanseri I metillenmis Huang ve
\GF2BP1/2/3 Karaciger Onkojenik mRNA'larinin ark., 2018
kanseri kararliligi
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1.6. KHAK ile Tlgili Yapilan Proteomik Calismalar

Proteomik, bir hiicre, doku veya organizmada bulunan proteinlerin yapilarinin,
islevlerinin ve miktarlarinin ¢esitli yontemlerle incelenmesidir. Proteomik tabanh
teknolojiler, gesitli diagnostik belirteglerinin tespiti, hastalik mekanizmalarinin anlasilmasi,
farkli sinyallere yanit olarak gen ifadelerinin degistirilmesi ve farkli hastaliklarda
fonksiyonel protein yolaklarinin yorumlanmasi gibi farkli arastirma alanlarina 11k
tutmaktadir. Proteinler biyolojik fonksiyonun efektorleridir ve seviyeleri sadece karsilik
gelen mRNA seviyelerine degil, aym1 zamanda translasyon mekanizmalarinin
diizenlenmesine de baglidir. Bu nedenle, proteomik yontemler, bir biyolojik sistemi
karakterize etmek i¢in en uygun veri seti olarak kabul gormektedir (Cox ve Mann, 2007).

LC-MS-MS ve MALDI-TOF/TOF ile kiitle spektrometrisi proteomik ¢alismalarda en
sik kullanilan yontemlerdendir. Calisilacak drneklerden protein Oziitlerinin hazirlanmasin
takiben, protein ya da peptitler 6ncelikle ayrima tabi tutulurlar. Kiitle spektrometresinde elde
edilen veriler biyoinformatik ve biyoistatistik yontemlerden yararlanilarak analiz edilip
degerlendirilirler (Aslam ve ark., 2017).

Proteomik, cesitli kanser tiirleri i¢in biyobelirteglerin ve terapotik hedeflerin
tanimlanmasinda dnemli bir ara¢ haline gelmistir. KHAK hastalarinda mortalitenin yiiksek
olmasi sadece taninin ¢ogunlukla ge¢ konulmasindan degil ayn1 zamanda etkili tedavilerin
eksikliginden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, erken teshis ve prognoz i¢in yeni tedavi
stratejilerinin gelistirilmesinin yolunu agabilecek yeni belirteclerin belirlenmesine biiyilik
thtiya¢ vardir. KHAK, genellikle hastalik yayilmaya basladiktan sonra teshis edildigi i¢in
cerrahi 6rnek nadiren alinir. Bu yiizden, proteomik analizlerin yapildig: gesitli galismalarda
protein kaynagi olarak kanser dokusunun kullaniminin yani sira, bronkoalveolar lavaj s1visi,
plevral eflizyon, doku interstisyel sivisi, balgam, nazal lavaj sivis1 ve kan dahil diger viicut
stvilari gibi pek ¢ok klinik 6rnek kullanilmistir (Pastor ve ark., 2013; Indovina ve ark., 2013;
Kisluk ve ark., 2014; Teran, Montes-Vizuet, Li ve Franz, 2015). Maalesef, bu ¢alismalardan
sadece birkac1 klinik olarak yararli olmustur. Kan ya da interstisyel ve vaskiiler endotel
hiicreleri gibi farkli hiicrelerle kontamine olan tiimor nodiil 6rneklerinin heterojenligi ve
diger tip Orneklerin tiimdr mikrogevresini birebir yansitmiyor olusu klinik olarak yararli
calisma sayisinin azhigimi agiklamaktadir (Fujii ve ark., 2018). KHAK hiicre hatlari
kullanilarak yapilan proteomik calismalar bazi potansiyel belirteclerin saptanmasinda rol
oynamis olmakla beraber bu in vitro c¢alismalar oldukca kisitli kalmistir. Ayrica,

caligmalarda belirlenen biyobelirte¢ aday1 proteinlerin tanisal ve terapotik degerlerinin
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belirlenebilmesi i¢in diger biyokimyasal yaklasimlara dayanan preklinik caligmalarla da
degerlendirilmesi ve takip edilmesi gerekmektedir (Ziv ve ark., 2006; Jeong ve ark., 2011;
Byers ve ark., 2012).

Sonug olarak, KHAK hiicre hatlariyla ya da hastalardan alinan klinik 6rneklerle
yapilan proteomik caligsmalarin, potansiyel biyobelirteclerin ve terapdtik hedeflerin
belirlenmesi agisindan olduk¢a 6nemli oldugu anlagilmaktadir. Bu ¢caligsmalardan elde edilen
sonuglarin klinige yansimasi oldukga kisithh oldugundan farkli bakis agilar1 gelistirilerek
yapilacak yeni proteomik calismalarin yiliksek ilag¢ direnci gelistirme kapasitesindeki bu
kanserin halen tam olarak aydinlatilamamis mekanizmalarina 151k tutabilmede yardimci

olacag disiiniilmektedir (Ziv ve ark., 2006; Byers ve ark., 2012; Fujii ve ark., 2018).
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2. AMAC

Tiim akciger kanserlerinin yaklasik %]15'ini olusturan KHAK, yiiksek metastaz
potansiyeli ve diisiik sag kalim orami ile oldukca agresif bir kanser tiirtidiir. KHAK
tedavisinde kemoterapi baslangigta etkili olsa da, vakalarin biiylik ¢cogunlugunda hastalik
kisa siire iginde niikseder ve genellikle sadece birka¢c ay icinde hastanin hayatini
kaybetmesine yol agar. Tedaviye direncin ¢ok yiiksek olmasi bu {iziicli tablonun en biiyiik
sebebi olarak goriilmektedir (Govindan ve ark., 2006). KHAK’da rol oynayan
mekanizmalarin aydinlatilmast i¢in yapilan ¢alismalarda en biiyiik sinirlilik klinik 6rnek
eksikligi konusundadir. Cerrahi rezeksiyonlarin nadirligi ve tiimor biyopsilerinin kiigiik
olmasi nedeniyle, KHAK’nin genomik yapisina dair ¢alismalar diger kanser tiirlerine kiyasla
daha azdir. Her ne kadar son on yilda yapilan bazi ¢aligmalarla KHAK’da meydana gelen
genetik degisikliklerle ilgili 6nemli bilgiler ortaya ¢ikarilmis olsa da elde edilen veriler
tedaviye katki anlaminda yetersiz kalmistir (Pastor ve ark., 2013; Indovina ve ark., 2013).
Bu nedenle, ila¢ direncinin iistesinden gelen ve hastalar i¢in 6énemli sagkalim faydalar
saglayan umut verici stratejiler gelistirmek icin KHAK’da karmasik ila¢ direnci
mekanizmalarini netlestirmeye acil bir ihtiyag vardir. Bu heterojen kanserin farkli
yaklagimlarla daha detaylica incelenmesi, hedef alinabilecek yolaklarin ve mutasyonlarin
kesfinin Oniinii acarak bireysellestirilmis tedavide yeni umutlar saglayacaktir.

Ornek eldesi konusunda yasanan sikintilar hiicre kiiltiirii/in vitro ve in vivo ¢alisma
modellerinin bu kanser tiiriinde 6ne ¢ikmasina neden olmustur. Hiicre kiiltiirii calismalari;
hiicre biyolojisinin ve hastalik mekanizmalarinin anlasilmasinda kritik 6neme sahiptir.
Bircok ilacin klinik dncesi arastirmalarinda, kanser aragtirmalarinda ve gen isleviyle ilgili
calismalarda siklikla kullanilmaktadir (Byers ve Rudin, 2015). KHAK arastirmalarinda
kullanilacak uygun hiicre kiiltiiri yontemleri, tiimor biyolojisinin daha iyi anlasilmasina ve
dolayisiyla tedavi yontemlerinin optimize edilmesine olanak verecektir. Kanser tedavisinde
kullanilan kemoterapétik ilaglarin farmakokinetik kisitlamalar1 ve istenmeyen yan etkileri
nedeniyle daha farkli antikanserojen ajanlarin gelistirilmesi her zaman giindemde olmustur.
Cesitli calismalar, hem tek bir ajan olarak hem de kemoterapi ile kombinasyon halinde
KHAK'da molekiiler olarak hedeflenen tedavilerin roliinii incelemis, ancak yeterince etkin
tedavilere ulasilamamustir (Langer ve ark., 2014; Pujol ve ark., 2015; Belani ve ark., 2016 ).
Bu kapsamda, planlanan ¢alismada, DMS114 hiicreleri kullanilarak MA’nin tek basina ve
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bir kemoterapi ilac1 olan TPT ile kombinasyonunun terapotik potansiyeli ve KHAK hiicre

progresyonuna etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmistir.

Bir NSAII olan MA’nin cesitli kanser tiirlerinde farkli mekanizmalar araciliiyla
tiimor olusumu ve bliylimesini baskilayarak antikanserojen etkiye sahip oldugu c¢esitli
calismalarla gosterilmistir (Delgado-Enciso ve ark., 2015; Cui ve ark., 2017). MA’nin,
ayrica, m6A demetilaz olan FTO proteinin spesifik bir inhibitorii oldugunun tespit edilmesi
(Huang ve ark., 2015) bu ilaca olan ilgiyi artirmistir. En ¢ok goriilen RNA modifikasyonu
olan m6A modifikasyonlarinin, son yillarda, kanser gelisiminde énemli role sahip oldugu
gosterilmistir. m6A modifikasyonlarinda yer alan FTO’nun; glioblastoma, ve AML gibi
cesitli kanser tiirlerinde anormal m6A modifikasyonlarina neden olarak timor gelisimine
katkida bulundugu rapor edilmistir (Liu ve ark.,, 2018). KHAK’da ise m6A
modifikasyonlariyla ilgili herhangi bir ¢alisma olmadig1 goriilmiistiir. Mevcut ¢alismada,
gerek FTO inhibisyonu ile mé6a seviyesinde degisiklige neden olmasi gerekse antikanserojen
etkisi gosterilmis olmasi sebebiyle bu ilacin kullanilmasina karar verilmistir. Literatiirde
KHAK’da m6A modifikasyonlariyla ilgili veri bulunmamasina ek olarak, MA’nin bu kanser
hiicrelerinin proteomuna etkisiyle ilgili de ¢alisma olmadig1 goriilmiistiir. Ayrica KHAK
proteomu ile ilgili caligmalarin kisitli olmasi ve bu calismalarin klinik olarak pek yararli
olamamis olmasi boyle bir tez ¢alismasinin planlanmasinda yonlendirici olmustur.

Belirtilen hususlar dogrultusunda bu projenin amaglar1 asagida belirtildigi sekilde {i¢
ana baglik altinda 6zetlenebilir:

1. MA’nin TPT ile kombinasyonun hiicre progresyonu iizerine etkilerinin incelenerek olasi
yeni bir tedavi kombinasyonu ile ilgili veriler sunmak.

2. MA’nin, m6a modifikasyonu araciligi ile ya da bu mekanizmadan bagimsiz olarak,
DMS114 hiicre proteomunda meydana getirecegi degisikliklerden yola ¢ikarak,
KHAK’daki molekiiler mekanizmalar/metabolik yolaklar ile ilgili veriler elde etmek.

3. Regiilasyonunu degisen proteinlerin kanser ile olan iligkilerine dayanarak KHAK ilag
direnci mekanizmalar1 ile ilgili bulgulara ulagmak.

Calismamiz kapsaminda elde edilecek verilerin, KHAK’da yeni terapotik stratejiler
gelistirilmesine katkida bulunmasmin yani sira akademik diizeyde uluslararasi literatiire

onemli kazanimlar saglamasi da hedeflenmektedir.
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3. YONTEM

3.1. Hiicrelerin Kiiltiire Edilmesi

Bu ¢alismada, KHAK hiicre hatt1 olarak DMS114, saglikli (normal) akciger hiicre hatti
olarak ise MRCS5 hiicreleri kullanilmistir. Hiicreler, Yeditepe Universitesi Genetik ve
Biyomiihendislik Molekiiler Tan1 Laboratuvari’ndan temin edilmistir.

Hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilan kimyasal maddeler Tablo 3.1°de verilmistir.
Kiiltiire edilen hiicrelerden; hiicre apoptozu, dongiisii, invazyonu ve m6A kantifikasyonu
gibi gesitli fonksiyonel analizler yapilmistir. Tim deneyler ti¢ tekrarli olacak sekilde

gerceklestirilmistir. Deneylerde kullanilan ticari Kitler Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.1. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasallar Katalog Numarasi

DMEM Multicell, Katalog No: 319-015-CL
Penisilin/Streptomisin Biochrome, Katalog No: A2212
L-Glutamin Biochrome, Katalog No: K0282

Capricorn Scientific,
Katalog No: FBS-11B
GIBCO, Invitrogen,
Katalog No: 25200-072

FBS

Tripsin/ EDTA

Fosfat Tamponlu Salin (PBS) Biochorome, Katalog No: L1825
Dimetil Siilfoksit (DMSO) Applichem, Katalog No: A1584
Meklofenamic Asit Sigma-Aldrich, Katalog No: M4531

Topotekan  (Topotekan  hidrokloriir | _
Sigma-Aldrich, Katalog No: T2705

hidrat)
) o GIBCO, Invitrogen,
Tripan Mavisi
Katalog No: 15250061
Paraformaldehit Sigma-Aldrich, Katalog No: 158127
Propidyum iyodiir Sigma-Aldrich, Katalog No: P4170
Akridin oranj eBioscience, Katalog No: BMS500PI
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Tablo 3.2. Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan kitler

Kit Katalog Numarasi

Muse® Annexin V and Dead Cell Assay Kit,
Merck, Katalog No: MCH100105
Muse® Cell Cycle Assay, Merck,

Katalog No: MCH100106

Matrigel invazyon odacik sistemi Corning® BioCoat, Katalog No: 354480

Annexin V

Hiicre dongiisii

Diff Quick boyama Polysciences, Katalog No: 26419-8

Qiagen, RNeasy Mini Kit,
Katalog No: 74104

m6A RNA metilasyon kantifikasyon EpiQuik, Katalog No: P-9005

RNA izolasyonu

Calismalarda kullanilan DMS114 hiicreleri, kiigiik hiicreli akciger karsinomlu 68
yasindaki erkek bir hastanin mediastinal biyopsisinden alinan hiicrelerden olusturulmustur.
Hasta daha 6nceden herhangi bir tedavi almamistir. Hiicreler HLA sinif I ve sinif II antijen
eksprese etmektedir. MRCS5 hiicreleri ise, 14 haftalik bir erkek fetiisiin normal akciger
dokusundan tiiretilmistir. Bu hiicreler senesense girmeden 6nce yaklasik 42-45 pasaja kadar
cogalabilmektedir (ATCC, 2021). Her iki hiicre de akciger kanseri ¢alismalarinda siklikla

tercih edilmektedir.
3.1.1.Hiicrelerinin Coziilmesi

Siv1i azot tankindan c¢ikarilan hiicreler 37°C’deki su banyosu igerisinde biraz
¢ozdiiriildiikten sonra falkon tiipte bulunan, %20 FBS igeren, yiiksek glukozlu DMEM
besiyerinin {izerine eklendi. Hiicreler 1500 rpm’de oda sicakliginda 10 dakika santrifiij
edilerek ¢oktiiriildii. Ust siv1 atildiktan sonra elde edilen pelletler, dnceden hazirlanmis olan
besiyeri (%10 FBS, 100 pg/ml Penisilin/Streptomisin, 2 mM L-Glutamin igeren DMEM) ile
coziilerek T25 hiicre kiiltiir kaplarina aktarildi. Kiiltiir kaplari, 37°C’deki nemlendirilmis %5

CO2’li etiivde inkiibasyona alindi.
3.1.2. Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Kiiltiir kaplarinda biiyliyen hiicreler yaklasik %80 yogunluga ulasinca pasajlandi.
Hiicrelerin  kiiltiire edilmesi sirasinda her zaman; %10 FBS, 100 pg/ml

Penisilin/Streptomisin, 2 mM L-Glutamin iceren yiiksek glukozlu DMEM besiyeri
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kullanildi. Hiicreler yogunluk miktarlarina gore, T25 ya da T75 boyutlarindaki steril hiicre

kaplarinda biiyiitiildii. Pasajlama yapilirken asagidaki basamaklar izlendi:

e Kiiltiir kaplarmin igerisindeki besiyeri pipetle ¢ekilerek hiicreler yeteri kadar PBS ile
yikandi.

e PBS uzaklastirildi ve hiicreleri kaldirmak i¢in 1-3 ml Tripsin/EDTA (%0,05) soliisyonu
eklenerek 37°C etiivde 3 dakika kadar bekletildi. Hiicreler kaldirildiktan sonra 10 ml
kadar PBS soliisyonu ile toplanan tiim igerik 15 ml’lik bir falkon tiipe alindi.

e Falkon tiip 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra tist siv1 atild1 ve pellet taze
besiyeri ile siispanse edilerek ¢oziildii. Coziilen hiicreler taze besiyeri igeren yeni kiiltiir

kaplarina aktarilarak 37°C’deki nemlendirilmis %5 CO2’li etiivde inkiibasyona alind.
3.1.3. Hiicrelerinin Dondurulmasi

Pasajlamalar sirasinda elde kalan fazla hiicreler, daha sonraki c¢aligmalarda
kullanilabilmesi i¢in, yeterli stok olusturmak {izere donduruldu. Dondurma islemi, hiicreler
yaklasik %80 yogunluga ulastiklarinda gerceklestirildi. Hiicrelerin dondurulma protokiiliine
baslamadan once %20 FBS, %70 hiicrelerin icerisinde biiyiidiikleri ve filtreden gegirilmis
besiyeri ve %10 steril DMSO igeren dondurma besiyeri hazirlandi. Kriyovialler
dondurulacak hiicrenin bilgileri yazilarak etiketlendikten sonra asagidaki basamaklar
izlenerek hiicreler donduruldu:

o Yeteri kadar PBS ile yikanan hiicrelerin iizerine 1-3 ml kadar Tripsin/EDTA (%0,05)
eklenerek kiiltiir kab1 37°C etiivde 3 dakika kadar bekletildi.

o Hiicreler kaldirildiktan sonra 10 ml kadar PBS soliisyonu ile toplanan tiim igerik 15
ml’lik bir falkon tiipe alindi ve tiip, 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

o Santrifiij sonrast iist siv1 atild1 ve pellet, dondurma besiyeri ile ¢oziilerek siispansiyon
elde edildi. Kriyo tiiplere, 1 ml olacak sekilde hiicre siispansiyonu konuldu.

. Hiicrelerin ideal kosulda dondurulmasi i¢in tiipler, Mr. Frosty dondurma kabina

(Thermoscientific, ABD) konarak bir gece boyunca -80°C’de donmaya birakildi.

Ertesi giin tiipler, gerektiginde kullanilmak iizere siv1 azot tankina aktarildu.
3.2. ilaclarin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilacak olan iki ilag, meklofenamik asit (MA) ve topotekan (TPT),
DMSO kullanilarak ¢oziildii. MA, m6A seviyesindeki degisikliklerin KHAK hiicrelerinin

protcomunda meydana getirecegi degisiklikleri incelemek ve ayrica, anti-kanserojen
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etkilerini arastirmak i¢in kullanildi. KHAK’ nin ikinci basamak tedavisinde kullanilan
kemoterapi ilaci TPT ise, MA ile birlikte kullanildiginda etkinliginin nasil degisecegini, bir
diger deyisle sinerjetik etki olusturarak etkinliginin artip artmayacagini incelemek amaciyla
kullanildi. DMSO igerisinde ¢oziilen ilaglar ileride kullanilmak iizere porsiyonlandi. Buna
gore ilaglar, asagidaki basamaklar izlenerek hazirlandi:

Meklofenamik asit:
200 mg MA tartilarak 1000 ul DMSO igerisinde ¢oziildii.

Coziilen ana stok, DMEM besiyeri kullanilarak 100 kat seyreltildi.
Topotekan:

Toplamda 10 mg olan ilacin hepsi 2000 pl DMSO igerisinde ¢oziildii.

Coziilen ana stok, DMEM besiyeri kullanilarak 100 kat ve 500 kat seyreltildi.

Ilaglar daha sonra, dondur-¢éz yapilarak aktivite kaybina sebep olmamas igin kiigiik
hacimler halinde porsiyonlanarak mikrosantrifiij tiiplere konuldu. Porsiyonlanan ilaglar,

gerektiginde kullanilmak tizere -20° C’deki dondurucuda saklandi.
3.3. MA ve TPT’nin Hiicre Canhliklarina Etkisinin Belirlenmesi

MA ve TPT’nin hiicre canliligina etkisi, Tripan Mavisi Testi (TMT) kullanilarak
gerceklestirildi. Bir hiicre slispansiyonunda bulunan canli hiicrelerin sayisin1 belirlemek i¢in
kullanilan bu test, canli hiicrelerin saglam hiicre zarina sahip olmasi sebebiyle boyayi
igerisine almamasi, 6lii hiicrelerin ise zar biitiinliigli bozuldugu i¢in boyayi icerisine almasi
ilkesine dayanmaktadir (Strober, 2015). Test protokoliine gore, bir hiicre siispansiyonu
tripan mavisi boyasi ile karigtirthir ve ardindan hiicrelerin boyay1 alip almadigini ve hiicre
sayillarim1  belirlemek icin gorsel olarak incelenir. Kullanilan ilaglarin  artan
konsantrasyonlarinin MRC5 ve DMS114 hiicre canliliklarina etkilerinin incelenmesi igin
asagidaki basamaklar izlendi:

Hiicrelerin 24 kuyucuklu plaklara ekimi:

TMT ile canlilik analizlerinin yapilmasinda hiicreler toma lami kullanilarak mikroskop
altinda manuel olarak sayilds. Ilag uygulamasinin hiicreleri dldiirecegi ve sayilabilecek hiicre
miktarinin azalacag: da goz dniinde bulundurularak hiicre ekimleri yiizey alan1 1,9 cm? olan
24 kuyucuklu plaklar kullanilarak gergeklestirildi. Ekilecek hiicre miktari, yapilan 6n
calismalardan sonra optimize edildi ve ardindan asagidaki protokol takip edildi.

o Yeteri kadar PBS ile yikanan hiicrelerin tizerine 1-3 ml kadar Tripsin/EDTA (%0,05)
eklenerek kiiltiir kab1 37°C etlivde 3 dakika kadar bekletildi. Hiicreler kaldirildiktan
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sonra PBS soliisyonu ile toplanan tiim igerik bir falkon tiipiine alinarak 1500 rpm’de
10 dakika santrifiij edildi.

o Santriflij sonrasi ¢oken hiicreler besiyerinde ¢oziildii ve 50 pl 6rnek, mikrosantrifiij
tiipii icerisine alinarak uygun diliisyon oraninda tripan mavisi ile karistirildu.

o Boyali karigimdan 10 pl alinarak Thoma lamina konuldu ve Sekil 3.1°de A-D olarak
gosterilen alanlardaki canli hiicreler sayildi. Sayim sonucunda, toplam hiicre

sayilarinin hesaplanmasi i¢in asagidaki formiil kullanildi:

4 karede sayilan toplam hiicre sayisi
4

1ml’deki Hiicre Sayis1 = x diliisyon faktérii x 10000

(Hiicre sayimlarinda siklikla 1:5 oraninda diliisyonlar uygulanmistir)

o Hiicre miktarlar1 hesaplandiktan sonra her bir kuyucuga 50000 hiicre olacak sekilde
24 kuyucuklu plaklara hiicre ekimi yapildi. (Ilaglarin 24, 48 ve 72 saat siireli etkilerinin
incelenmesi i¢in li¢ ayr1 plaga hiicre ekimi yapildi).

o Plaklar, ertesi giin ilag uygulamasi yapilmak iizere 37°C’deki nemlendirilmis %5
CO2’li etiivde inkiibasyona alindu.

Ilaglarin hiicrelere uygulanmast:

MA ve TPT nin kanser hiicre hattt DMS114 ve saglikli hiicre hattt MRCS canliligina
etkilerinin belirlenmesi i¢in ilaglar, literatiirde benzer c¢alismalarda kullanilan
konsantrasyonlar g6z oOniinde bulundurularak artan konsantrasyonlarda hazirlanarak
hiicrelere uygulandi.  Yapilan 0n c¢aligmalardan sonra kullanilacak optimum
konsantrasyonlar belirlendi. Buna goére asagidaki basamaklar takip edildi:

o Daha 6nceden porsiyonlanarak -20°C’deki dondurucuda saklanan ilaglardan agagidaki
tabloda belirtilen konsantrasyonlar, taze besiyeri kullanilarak hazirlandi (Tablo 3.3).
Artan ila¢ konsantrasyonlari, stok ila¢ konsantrasyonu géz oniinde bulundurularak
asagidaki formiile gére hesaplandi:

C1*V1:=Co*V,

(C1=Stok ilag konsantrasyonu, Vi=alinacak hacim, Co=elde edilmek istenen
konsantrasyon, V: = nihai hacim)

o Bir giin 6nce 24 kuyucuklu plaklara ekilmis olan hiicrelerin tizerindeki besiyeri
cekildikten sonra ilagli besiyerleri eklendi. Hiicreler; 24, 48 ve 72 saat sonunda canlilik

analizi yapilmak {izere tekrar etiivde inkiibasyona alind1.
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Tablo 3.3. Canlilik analizlerinde kullanilan MA ve TPT konsantrasyonlari

MA
15 30 60 90 120 150
(uM)
TPT
(M) 5 10 20 40 80 160

Hiicre canliliklarinin belirlenmesi:

24, 48 ve 72 saat olan inkiibasyon siiresi dolan hiicrelerin TMT ile asagidaki

basamaklar takip edilerek canliliklar1 analiz edildi:

Hiicrelerin tizerindeki besiyeri steril mikrosantrifiij tiiplere alind1 ve hiicrelerin lizerine
200 ul kadar tripsin konarak etiivde 3 dakika bekletildi. Stire sonunda kaldirilan
hiicreler daha 6nceden tiiplere alinmis kendi besiyeri ile topland1 ve tekrar tiliplere
konuldu.

1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra iist sivi atildi ve hiicreler uygun
miktarda tripan mavisi ile ¢ozildii. Hiicre-boya karisimmdan 10 ul Thoma lamina
konarak mikroskop altinda, Sekil 3.1°de A-D olarak gosterilen alanlardaki canli
hiicreler sayildi.

Her bir gruptaki hiicre sayis1 hesaplanarak canliligin ila¢ uygulamasiyla nasil

degistigini analiz etmek {izere not edildi.

Sekil 3.1. Thoma lamu ile hiicre sayimi
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3.4. MA-TPT Kombinasyonlarimmin Hiicre Canlihigina Etkisinin Belirlenmesi

MA ve TPT’nin birlikte kullaniminin olasi bir sinerjetik etkisinin arastirilmasi igin,
hiicre canliliklarinin belirlenmesi kisminda anlatilan TMT yéntemi kullamildi. laglarm
hiicrelere tek basmma uygulanmasi sonucu elde edilen canlilik verilerinin
degerlendirilmesiyle uygun ilag kombinasyonlar1 belirlendi (Tablo 3.4). MA ve TPT
kombinasyonlarinin olas1 sinerjetik etkisi, Chou-Talalay kombinasyon indeksi (CI) yontemi
kullanilarak TMT sonuglarina gére hesaplandi (Chou ve Talalay, 1981). Bu analiz
sonucunda elde edilen veriler, CI <1, CI=1 ve CI> 1 sirasiyla; sinejik, aditif ve antagonistik
olarak yorumlanmaktadir.

Chou-Talalay kombinasyon indeksi yonteminin uygulanabilmesi i¢in asagidaki
basamaklar takip edildi:

° Oncelikle, “MA ve TPT’nin Hiicre Canliliklarina Etkisinin Belirlenmesi" kisminda
anlatildig: sekilde hiicreler 24 kuyucuklu plaklara ekildi.

o Belirlenen konsantrasyonlara gore yapilan hesaplamalar neticesinde taze besiyeri
kullanilarak ilag kombinasyonlar1 hazirlandi ve hiicrelere uygulandi.

o Inkiibasyon siiresi sonunda, “Hiicre canliliklarinin belirlenmesi” kisminda anlatildig:
sekilde TMT analizi yapilarak hiicre canliliklar1 hesaplandi.

o Chou-Talalay kombinasyon indeksine gore CI degerleri belirlenerek sonuglar analiz
edildi.

Tablo 3.4. MA ve TPT kombinasyon konsantrasyonlari
MA (uM) TPT (nM)
5

30 10
20

5

60 10
20

3.5. Tla¢c Uygulamasinin Hiicre Apoptozuna Etkisinin Belirlenmesi

MA, TPT ve iki ilacin kombinasyonunun DMS114 hiicreleri iizerindeki apoptotik

etkisinin arastirilmasi igin iki farkli yontem kullanildi. Annexin V boyamasi yapilarak akis
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sitometrisi ile analizin yani sira Akridin Oranj/ Propidyum iyodiir (AO/Pl) boyamasi

yapilarak da apoptotik hiicrelerin morfolojik degisiklikleri gdzlemlendi.
3.5.1. Akis Sitometrisi ile Apoptozun Degerlendirilmesi

Annexin V ile apoptoz analizi, bir akis sitometri cihazi olan Muse® Cell Analyzer
(Millipore, Almanya) ile yapilmistir (Sekil 3.2). Kapali sistem olan bu cihaz optimize
edilmis kendi kitleri ile ¢alismaktadir. Hiicre béliinmesi, 6liimii ve otofaji gibi pek ¢ok hiicre
biyolojisi konularinin analizini saglayan kitleri mevcuttur. Calismalarimizin apoptoz analizi
kisminda kullanilmasinin yani sira, ileride anlatilacagi gibi hiicre dongiisii analizleri i¢in de

kullanilmistir.

Sekil 3.2. Muse® Cell analyzer cihazi

“Muse Annexin V & Dead Cell Assay Kit” (Millipore, Almanya) kullanilarak yapilan
apoptoz deneyleri i¢in asagidaki basamaklar takip edildi:

o Hiicreler daha 6nce anlatildig: sekilde tripsin/EDTA ile kaldirilarak 12 kuyucuklu
plaklara her kuyucukta 100000 hiicre olacak sekilde ekildi ve 37°C’deki etiivde gece
boyu inkiibasyona alind.

o Hiicrelerin tizerindeki besiyeri uzaklastirildiktan sonra uygun konsantrasyonlardaki
ilagh besiyeri eklendi. Hiicreler; 24 ve 48 saat boyunca etiivde inkiibe edildiler.

. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler tripsin/EDTA ile kaldirilarak 1500 rpm’de 5
dakika santrifiij edildiler. Ust s1iv1 atildiktan sonra pellet PBS ile yikanarak tekrar ayni
kosullarda santrifiij edildi.

o Santrifiij sonrasi hiicreler Muse Annexin V & Dead Cell Kit ile boyanarak 30 dakika
karanlikta ve oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra Muse® Cell Analyzer ile analiz
edildi.

35



3.5.2.A0/PI boyama ile Apoptozun Degerlendirilmesi

Ilag uygulamasinin hiicre morfolojisinde neden oldugu degisikliklerin gézlemlenmesi
icin AO/PI boyamasi yapildi. AO, hem canli hem de 6lii hiicrelerin niikleuslarini boyarak
yesil florosan 1s1ma yapar. PI, membran biitiinliigii bozulmus Ol hiicrelere girerek
niikleuslarin1 boyar ve kirmizi florosan 1s1ma yapar. Hem AO hem de PI tarafindan boyanan
¢ekirdekler, yani 6li hiicre ¢ekirdekleri, Forster rezonans enerji aktarimi (FRET) nedeniyle
kirmiz1 florosan 1sima yaparken canli hiicrelerin ¢ekirdekleri yesil 1s1ma yapar. Hiicreleri
AO/PI ile boyamak i¢in asagidaki protokol takip edildi:

. Hiicreler, “Akis sitometrisi ile apoptozun degerlendirilmesi” kisminda anlatildig:
sekilde 12 kuyucuklu plakalara ekildi ve ilag uygulamasi yapildi.

o Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerin iizerideki besiyeri uzaklastirildi ve PBS ile
yikama yapildi. Hiicrelerin iizerine %4 paraformaldehit eklendi ve 30 dakika siireyle
inkiibasyona birakilarak fikse olmalart saglandi.

o Siire sonunda ii¢ kez PBS ile yikama yapildiktan sonra AO/PI (100 mg/ml) boya
karisim1 uygulandi ve hiicreler, karanlikta 30 dakika inkiibe edildi.

o Boyama sonrast hiicreler tekrar iic kez PBS ile yikandi ve EVOS FL hiicre
goriintiileme sistemi (Thermo Fisher Scientific, ABD) ile hiicreler analiz edilerek

goriintiileri ¢ekildi.
3.6. Ila¢ Uygulamasimin Hiicre Déngiisiine Etkisinin Belirlenmesi

DMS114 hiicrelerine uygulanan ilaglarin hiicre dongiisii tizerindeki etkilerinin analizi
“Muse Cell Cycle Kit” kullanilarak, Muse® Cell Analyzer cihazi ile yapilmistir. Analiz
edilen Orneklerin hiicre dongiisii dagilimi1 hakkinda bilgi veren kit, GO/G1, S ve G2/M
fazlarindaki hiicrelerin yiizdesinin nicel 6l¢iimiine olanak saglamaktadir. “Muse Cell Cycle
Kit” ile hiicre dongiistindeki degisikliklerin analiz edilmesi i¢in asagidaki basamaklar takip
edildi:

. Hiicreler, “Akis sitometrisi ile apoptozun degerlendirilmesi” kisminda anlatildig:
sekilde 12 kuyucuklu plakalara ekildi ve ilag uygulamas: yapildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda hiicreler %70 etil alkol ile fikse edilerek -20°C dondurucuda yaklasik 3 saat
bekletildi.

. Fikse olan hiicreler soguk PBS ile yikanarak 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve
“Muse Cell Cycle Kit” ile boyanarak 30 dakika karanlikta inkiibasyona birakildi.

o Siire sonunda hiicreler Muse® Cell Analyzer ile analiz edildi.
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3.7. Ila¢ Uygulamasimin Hiicre invazyonuna Etkisinin Belirlenmesi

Timor hiicrelerinin invazif 6zelliklerini in vitro degerlendirmek i¢in bazal membran
yoluyla invazyon kapasitelerini degerlendiren ¢esitli sistemler gelistirilmistir. Amniyon, lens
kapsiilii ya da mesane duvar1 gibi dokulardan hazirlanan ancak tekrar edilebilirligi diisiik
olan membranlara alternatif olarak gelistirilen ekstraseliiler matrisler invazyon calismalari
icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Calismamizda, bunlara bir 6rnek olan BioCoat Matrigel
Invazyon Odacik Sistemi (BD Biosciences, ABD) kullanilarak ila¢ uygulamasinin invazyon
kapasitesine olan etkisi arastirildi. Bu sistemdeki invazyon odaciklar1 8 mikron ¢apli porlar
iceren bir membran ile Ortiiliidiir. Porlu membranin matrijel matris ile kaplanmasiyla da
bazal membranmn in vitro kosullarda olusumu saglanir. Invazif 6zelligi olan hiicreler

membranin alt yiizeyine gegerken, invazif olmayanlar membrandan gegemezler (Sekil 3.3).

Matrijel

% Membran
Kemoatraktan

20.0.0,0.00f X EE Eis sza“
' B ooy 00 O

Apikal odacik

Bazal odacitk —

Sekil 3.3. Matrijel invazyon odacik sistemi (Reactionbiology, 2021°den uyarlanmistir)

Bu bilgiler dogrultusunda, deneyin gerceklestirilmesinde asagidaki basliklar takip
edildi.

3.7.1.Hiicrelerin insertlere Ekimi

Insertlerin Rehidrasyonu:

Insertler, muhafaza edildigi -20°C’deki dondurucudan ¢ikarilarak oda 1s1sina getirildi.
Invazyon odaciklarina ve 24 kuyucuklu plakanm kullanilacak olan kuyucuklarina 37°C
sicakliktaki DMEM besiyeri 500 pl olacak sekilde konuldu. 2 saat siireyle, 37°C’deki
nemlendirilmis %5 CO2’li etiivde rehidrasyon i¢in birakildi.

Tlaclarin Hazirlanmast:

Insertlerin rehidrasyon siiresinin dolmas: beklenirken, DMS114 hiicrelerinin ekiminde
kullanilacak olan besiyeri ve ilaglar hazirlandi. Hiicrelerin biiyliyecegi invazyon

odaciklarina konulmak iizere, uygun konsantrasyonda MA igeren serumsuz (FBS’siz)
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besiyeri (kontrol grubu i¢in MA icermeyen serumsuz besyeri) hazirlandi. Invazyon

odaciginin disinda kalan kuyucuk kismina konulmak tizere FBS iceren besiyeri hazirlanarak

kemoatraktan olmasi saglandi.

Hiicrelerin EKilmesi:

Hiicrelerin invazyon odaciklarina ekilmesinde dikkat edilmesi gereken nokta,
hiicrelerin bulundugu odaciklara serumsuz besyeri, odacigin yerlestirilecegi kuyucuklara ise
serumlu besiyeri konmasidir. Boylelikle serumlu besiyeri hiicreler i¢in kemoatraktan
olusturacak ve invazif 6zelligi olan hiicrelerin membranin alt kismina gegmesi saglanacaktir.
Bu husus dikkate alinarak hiicrelerin ekimi asagida belirtilen maddelere gore
gercgeklestirildi:

o Rehidrasyon siiresi bitiminde, invazyon odaciklari ve kuyucuklara konulmus olan
besiyeri dikkatlice uzaklastirildi. 750 pl serumlu besiyeri rehidrasyon yapilmis olan
kuyucuklara yerlestirildi. Invazyon odaciklari, hava kabarcig olusturmamaya dikkat
edilerek, bu kuyucuklarin iizerine yerlestirildi.

o Kiiltiir kaplarinda biiyiimiis olan DMS114 hiicreleri, daha 6nce anlatildig: sekilde PBS
ile yikandiktan sonra tripsin/EDTA ile kaldirilarak toplandi ve santrifiijde ¢oktiirtildii.
Elde edilen pellet, serumsuz besiyeri ile siispanse edildi ve daha 6nce anlatildig:
sekilde, Thoma lami kullanilarak hiicre miktar1 belirlendi.

o Her bir invazyon odacigina 300000 hiicre olacak sekilde, serumsuz besiyeri
kullanilarak hiicreler ekildi. Kontrol grubu hiicreleri i¢in ilagsiz serumsuz besiyeri
kullanilirken digerleri igin MA igeren serumsuz besiyeri kullanildi.

. Hiicreler, inkiibasyon siiresi sonunda analiz edilmek tizere, 37°C’deki nemlendirilmis
%5 CO2’li etiive kaldirildi.

Tiim bu asamalar, kontrol odaciklar1 (BD Biosciences, ABD) i¢in de tekrar edildi.
Kontrol odaciklar1 matrijelle kaplanmamis mebrandan olusurlar. invazif 6zellikli hiicre
ylizdesinin tespit edilebilmesi igin kontrol odaciklarindan gegen yani migrasyon yapan hiicre

sayisinin da belirlenmesi gerekmektedir.
3.7.2.Hiicrelerin Boyanmasi ve Sayimi

BioCoat Matrigel Invazyon kiti, boyama protokoliinde kullanilmasi i¢in Diff-Quik
boyama kiti ya da hematoksilin ve eozin gibi uygun baska bir boyama yonteminin
kullanilabilecegini belirtmektedir. Yapilan calismada, bir fiksatif ve iki boyama soliisyonu

iceren Diff-Quik boyama kiti kullanilmistir. Boyama, temel olarak, invazyon odaciklarinin
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ti¢ soliisyondan gegirilmesini takiben iki kez steril saf suyla durulanmasi ile gergeklestirilir.

Gortiniim, Wright-Giemsa boyama ile elde edilene benzer. Hiicre ¢ekirdegi mor renkte ve

sitoplazma pembe renkte boyanir. Bu protokole gore hiicrelerin boyanabilmesi ig¢in

asagidaki basamaklar takip edilmistir:

. Inkiibasyon siiresi bitiminde invaziv 6zellikte olan hiicreler invazyon odaciginin
membraninin dis yiizeyine gegeceklerinden, invazyon odaciginin igindeki besiyeri
uzaklagtirildi (Sekil 3.4).

. Invazyon odacigmin i¢indeki hiicreler steril pamuklu ¢ubuk kullanilarak temizlendi.

. D1s yiizeye geemis olan invazif hiicreler Diff Quick boyama kiti protokoliine gore dnce
fiksatif soliisyonu ile fikse edildi. Ardindan, sirasiyla, | ve II numarali soliisyonlarda

beser dakika tutularak boyandi.

hiicreler

invazif olmayan _l/
PO o CE Invazif

hiicreler

\ J

Sekil 3.4. Invazyon odaciklarindaki invazif ve invazif olmayan hiicreler
3.7.3.Hiicre Invazyon Oranlarinin Hesaplanmasi

Boyama islemi bittikten sonra bistirii ile kesilen matrijel membran, lamel iizerine
konarak entellant ile kapatildi. Ornekler kuruduktan sonra mikroskop altinda hiicreler
sayildi. Tiim bu asamalar matrijel igermeyen kontrol membrani i¢in de tekrarlandi.

% Invazyon hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanildi:

: matrijel matris membranindaki hiicre sayist
% Invazyon = — x 100
kontrol membranindaki hiicre sayisi

3.8. MA Uygulamasinin m6A Miktarina Etkisinin Belirlenmesi

Dokularda ve hiicrelerde m6A miktarini saptamak icin HPLC-ECD ve LC-MS gibi
cesitli kromatografi tabanl teknikler kullanilir. Bu yontemler ¢ogu zaman yiiksek maliyetli,
zaman alic1 ve diisiik verimli oldugu i¢in hiicrelerden ya da dokulardan izole edilmis toplam

RNA kullanilarak m6A RNA metilasyon durumunu dogrudan olgen ticari Kkitler
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gelistirilmistir. Bu ¢alismada, MA uygulamasinin DMS114 hiicre RNA’larindaki m6A
seviyesine etkisi, EpiQuik™ m6A RNA Metilasyon Kantifikasyon Kiti kullanilarak Sekil

3.5°de belirtilen asamalara gore arastirilmistir.

A W"/\“‘—’
RNA izolasyonu SoOADAA

N J\/‘WJ\/\/V\

RNA’nin kuyucuklara baglanmasi

Antikor eklenmesi I \i‘\{‘)}¥

))iz

RNA-antikor baglanmasi

A

Absorbans 6lgimu

\N —
@

Sekil 3.5. m6A kantifikasyonunun temel basamaklari

3.8.1.RNA izolasyonu

m6A miktariinin tespit edilmesi i¢in ilk 6nce hiicrelerden RNA izolasyonu yapildi.
RNA izolasyonu Oncesi hiicrelerin hazirlanmasi i¢in daha once anlatildigr sekilde, kiiltiir
kaplarindaki DMS114 hiicreleri, PBS ile yikandiktan sonra tripsin/EDTA ile kaldirilarak
topland1 ve santrifiijde ¢oktiiriildii. Elde edilen pellet siispanse edilerek hiicreler sayildi. 5
ml’lik steril kiiltiir kaplarina 800000 hiicre olacak sekilde hiicreler ekildi ve etiive konuldu.
Hicrelerin iizerindeki besiyeri c¢ekilerek, uygun konsantrasyonlarda hazirlanan ilagh
besiyeri konuldu. Kiiltiir kaplari, inkiibasyon siiresi tamamlanmak iizere etiive alindi. 24, 48
ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinin dolmasinin ardindan, RNA izolasyonu i¢in kiiltiir
kaplarindaki hiicreler PBS ile yikandiktan sonra hiicre kaziyici ile kazilarak mikrosantrifiij
tiipli igerisinde toplandi.

RNA izolasyonu, RNeasy Mini Kit kullanilarak, iretici firma talimatlari
dogrultusunda yapildi. Kisaca, toplanan hiicreler santrifiijde ¢oktiiriildiikten sonra sirasiyla
kit igerigindeki tampon c¢ozeltilerle muamele edildi. Kolondan gegirilen o6rnekler

deoksiriboniikleaz I ile muamele edildi. Son olarak, uygun tampon ¢ozeltilerle yikandiktan
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sonra eliisyon ¢ozeltisi ile RNAlar steril mikrosantrifiij tiipii igerisine alind1. Izole edilen
RNA’larin saflig1 ve konsantrasyonlart Nanodrop (Thermo Scientific, USA) ile belirlendi.
Elde edilen RNA 6rneklerinin kalitesini gormek i¢in, 6rnekler %1 ’lik formaldehitli agaroz

jelde yiirtitiildii. 18S ve 28S bantlar1 gozlemlenerek RNA kalitesi kontrol edildi.
3.8.2.Kantitatif m6A Analizi

Kalitesi kontrol edilen ve konsantrasyonu olgiilen RNA o6rneklerinden, EpiQuik™
m6A RNA Metilasyon Kantifikasyon Kiti kullanilarak iiretici firmanin talimatlar
dogrultusunda m6A analizi yapildi. Kitin 6nerisi dogrultusunda 6rnekler 2 pl igerisinde 200
ng olacak sekilde hazirlandi. Daha sonra, kisaca, 200 ug RNA 6rnekleri plaka kuyucuklarina
eklendi ve 37° C'de 90 dakika inkiibe edildi. Tiim kuyucuklar yikandiktan sonra 50 ul antikor
eklenerek oda sicakliginda 60 dakika inkiibe edildi. Antikor uzaklastirildiktan sonra yikanan
kuyucuklara deteksiyon antikorii eklendi ve 30 dakika oda sicakliginda bekletildi. Ayni
sekilde, kuyucuklar tekrar yikandiktan sonra, hizlandirici (enhancer) soliisyon ile muamele
edildi ve ardindan developman soliisyonu ile renk degisikligi saglandi. Son olarak, durdurma
soliisyonu eklendikten sonra 450 nm’de Thermo Multiscan FC ELISA okuyucu
(Thermoscientific, ABD) ile optik yogunluk olgiildi. m6A yiizdesindeki degisiklik
asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:

6A% — (6rnek OY — NK 0Y)/S 100%
oY = T pkoy - NKOY) /P

[OY: optik yogunluk, NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol, S: yiiklenen RNA
miktar1 (ng), P: Pozitif kontrol miktar1 (ng)]

3.9. Hiicrelerden Protein izolasyonu ve Ornek Havuzlarinin Olusturulmasi

KHAK hiicre hatti olan DMS114 hiicrelerine MA uygulanmasinin proteomda
meydana getirecegi degisikliklerin incelenebilmesi i¢in ilk 6nce hiicrelerden protein 6ziitii
hazirlandi. Bu deney igin esit sayidan ekilen hiicreler (5.0x10°%), biyolojik tekrar
saglanabilmesi igin {i¢ ayr1 T175 ebatinda kiiltiir kabinda biiyiitiildii. Protein izolasyonu
sonrast konsantrasyonu Olciilen 6rnekler, dondur-¢6z islemleri sirasinda zarar gérmemesi

i¢in posiyonlanarak -80°C sogutucuda saklandi.
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3.9.1.Hiicrelerden Protein Oziitii Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirli deneyleri neticesinde belirlenen ilag konsantrasyonu hiicrelere
uygulandiktan sonra inkiibasyon siiresinin bitiminde besiyeri uzaklastirilarak, hiicreler, iki
kez soguk yikama tamponu ile yikandi.

- Yikama tamponu: 10mM Tris, 250 mM siikroz, pH 7.2

Hiicre kaziyicis1 kullanilarak hiicreler kiiltiir kab1 ylizeyinden kazindi ve 15 ml’lik
falcon tiiplere alinarak 4°C, 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi, iist s1v1
atildiktan sonra, ¢oken hiicre pelleti 2DE 6rnek tamponunda siispanse edildi ve protein
yikimini engellemek i¢in proteaz inhibitor karisimi (Roche) eklendi.

- 2DE Ornek Tamponu: 8 M Ure, 50 mM DTT, %2 CHAPS, %0,2 Bio-Lyte 3/10 amfolit,
9%0.002 Bromofenol mavisi

Hiicreler, 0,2 mm ¢elik boncuklar kullanilarak, bullet blender doku homojenizator
cihaz1 (Next Advance, ABD) ile patlatilarak homojenize edildi. Homojenize edilen hiicreler
4°C"de 20.000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi ve proteinleri igeren {ist sivi kisim temiz
yeni bir tiipe aktarildi. 4°C, 20.000 rpm’de 40 dakika tekrar santrifiij edilerek daha temiz bir

ornek elde edilmesi saglandi.
3.9.2.Bradford Yontemi ile Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Hazirlanan 6rneklerin protein konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in spektroskopik bir
metot olan Bradford yontemi kullanilmistir. Bu yontem, Olgiilen proteinlerin amino asit
bilesimine baglidir. Yontemde kullanilan boya, basta arjinin olmak tizere affinite gosterdigi
diger amino asitler ile etkilesime girerek renk degisimine sebep olmaktadir. Olusan renk
degisikligi, bir spektrofotometrik okuyucuda 595 nm dalga boyunda okunarak Ornegin
protein konsantrasyonu tayin edilmektedir. Protein konsantrasyonu, standart bir protein olan
sigir serum albumin protein (BSA) c¢ozeltisinin farkli konsantrasyonlarinin absorbans
degerleri baz alinarak hesaplanmaktadir. Laboratuvarimizda ticari olarak satin alinan
Bradford protein konsantrasyon 6l¢iim kiti kullanilmaktadir (Bio-Rad, ABD). Kullanilan
boya, 1:5 oraninda seyreltilerek filtre kagindan gegirilmektedir. Konsantrasyon 6l¢iimii i¢in,
kisaca, protein drnekleri 1:20 oraninda 2DE 6rnek tamponu ile seyretildi ve 1’er ml Bradford
boyasi eklendi. Kor soliisyon olarak protein drnegi igermeyen 2DE 6rnek tamponu ve boya
karigimi kullanildi. 5 dakika kadar karanlikta ve oda 1sisinda bekletilen 6rneklerin absorbansi
595 nm’de Nanodrop (Thermoscientific, ABD) ile {i¢ tekrar olacak sekilde okundu ve BSA
standart egrisine gore konsantrasyonlar belirlendi.
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3.9.3.0rnek Havuzlarimin Olusturulmasi

3 ayn kiiltlir kabinda biiyiitiilen hiicrelerden protein izolasyonu ayr1 ayr1 yapildiktan
sonra konsantrasyonlarinin 6l¢lilmesini takiben, her bir 6rnekten 4000 pg alinarak 12 mg’lik
protein havuzlari olusturuldu. Hazirlanan havuzlar, ila¢ uygulanan grup igin “MA”,
uygulanmayan grup icin “Kontrol” olarak isimlendirildi. Protein konsantrasyonundan emin
olunmasi i¢in tekrar Bradford yontemi ile konsantrasyonlar: 6lgiildii. Daha sonra kiigiik
porsiyonlar halinde mikrosantrifiij tiiplerine boliinen Ornekler sivi  azotta hizh

dondurulduktan sonra -80°C"deki dondurucuda muhafaza edildi.
3.10. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Jel Elektroforezi

Iki boyutlu jel elektroforezi (2DE) ve MS/MS deneyleri éncesi, kullanilacak protein
ozitlerinin genel profilini ve Ornek kalitesini gormek i¢in proteinlerin molekiiler
biiyiikliiklerine gore ayrimini saglayan Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Jel
Elektroforezi (SDS-PAGE) yapildi. %12’lik SDS-PAGE jelinin hazirlanmasi ve 6rneklerin

jelde yiirtitiilerek boyanmasi i¢in asagida yer alan protokoller takip edildi.

SDS-PAGE jelinin hazirlanmasi:

Jel i¢in kullanilacak camlar %70’lik etanol ve saf su ile temizlenerek kurutuldu. Tablo
3.5’e gore hazirlanan ayiric1 jel soliisyonu pipet yardimi ile cam tabakalar arasina st
kisimda 2 cm kadar bosluk kalacak sekilde dokiildii. Hemen akabinde, jelin iist kisminin
diizgiin bir sekilde polimerlesmesi i¢in izopropanol dokiildii ve oda 1sisinda polimerlesmesi
icin bekletildi. Ayirici jel soliisyonu polimerlestikten sonra izopropanol uzaklastirildi. Bos
kalan kisma Tablo 3.5’e gore hazirlanan istifleme jeli dokiildii ve kuyucuklarin olusumu icin

tarak yerlestirildikten sonra polimerlesmesi i¢in bekletildi.
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Tablo 3.5. SDS-PAGE jel soliisyonu igerikleri

%12’lik Ayrici Jel Soliisyonu
Distile H20 3,3ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8.8 2,5ml
%30 Akrilamit-Bis Akrilamit 4 ml
%10 SDS 100 pl
%10 APS 100 pl
TEMED 5ul
% 4’liik Istifleme Jeli Soliisyonu
Distile H20 3,0ml
0,5M Tris-HCI, pH 6.8 1,25 ml
%30 Akrilamit-BisAkrilamit 670 ul
%10 SDS 50 pl
%10 APS 50 pl
TEMED 5ul

Orneklerin Jelde Yiiriitiilmesi ve Jelin boyanmast

Bu asamada kullanilan soliisyonlarin icerikleri Tablo 3.6’da verilmistir.

Jellerin dokiildiigii camlar elektroforez tanki igerisine yerlestirildi. Ornekler jele
yiikklenmek tizere hazirlandi. Bunun igin, her bir 6rnek 20 ug olacak sekilde alinarak 6x
protein yiikleme tamponu ve distile su ile karistirildi. 95°C’de 5 dakika kadar kaynatilarak
denatiire edildi. Ilk olarak renksiz marker protein (Thermo Scientific, ABD) ve ardindan
denatiire edilen 6rnekler kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez tankina 1x SDS-PAGE jel
yiiriitme tamponu doldurulduktan sonra sistem calistirildi ve o6rnekler 180 Voltta yaklasik
60 dakika boyunca yiiriitiildii. Siire sonunda, jeller cam tabakalar arasindan dikkatle
cikarilarak iist kisimdaki istifleme jeli kismu kesilerek uzaklastirildi. Yiiriitiilen proteinlerin
boyama Oncesi jele diizgilince sabitlenmesi i¢in jeller fiksasyon soliisyonu igerisine konuldu
ve gece boyu ¢alkalayici tizerinde birakildi. Ertesi gilin, fiksasyon soliisyonu uzaklastirilarak
jeller distile su ile yikandi. Ardindan, Coomassie Parlak Mavisi boya soliisyonu igerisine
konularak yine gece boyu g¢alkalayici iizerinde birakildi. Jeller boyandiktan sonra distile su
ile yikanarak fazla boyadan arindirildi. Son olarak, VersaDoc 4000 MP (Bio-Rad, ABD)

goriintliileme cihazi kullanilarak jellerin goriintiileri alindi.
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Tablo 3.6. Orneklerin jelde yiiriitiilmesi ve jelin boyanmasi sirasinda kullanilan soliisyon
icerikleri

Soliisyon Icerik

0,5 M Tris-HCI, %10 SDS, Gliserol, pB-

6x Protein Yiikleme Tamponu o
merkaptoetanol, bromofenol mavisi

Jel Yiiriitme Tamponu 25 mM Tris-HCI, 192 mM Glisin, % 0,1 SDS

Fiksasyon Soliisyonu %40 metanol, %10 asetik asit, %50 ultra saf su

_ o 757 mM amonyum siilfat, 1.45 mM Coomassie parlak
Coomassie Parlak Mavisi o o
mavisi, % 20 metanol, % 10 fosforik asit

3.11. House Keeping Protein Kullanilarak Proteinlerin Normalizasyonu

Iki boyutlu jel elektroforezi ve MS/MS deneylerine gegilmeden &nce, protein
orneklerinin esit olarak kullanildigindan emin olunmasi igin Western Blotlama (WB)
yontemi ile bir house keeping protein, B-aktin, kullanilarak 6rneklerin normalizasyonu
yapildi. Bunun i¢in, “SDS-PAGE jel elektroforezi” kisminda anlatildigi sekilde jel
hazirland1 ve denatiire edilen 20 ug protein 6rnekleri jelde yiiriitiildii. Bu sefer, renksiz
marker protein yerine renkli (6nceden boyanmis) marker kullanildi (Thermo Scientific,
ABD). Deneyler sirasinda kullanilan soliisyonlarin igerikleri Tablo 3.7°de gosterilmistir.
Jelde yiiriitiilen proteinler asagidaki asamalar takip edilerek membrana transfer edildi:

o Proteinler, Trans-Blot Turbo (Bio-Rad, ABD) yari-kuru transfer sistemi kullanilarak
membrana transfer edildi. Bunun i¢in, filtre kagitlar1 ve nitroseliiloz membran transfer
tamponu ile 1slatildi.

. Transfer kaseti i¢erisinde sirast ile filtre kdgidi, membran, jel ve filtre kagidi konularak
hazirlanan sandvig¢ lizerinden rulo ile gegilerek hava kabarciklar1 uzaklastirildi.

o Transfer kaseti cihaza yerlestirilerek 25 voltta 30 dakika siire ile transfer
gerceklestirildi. Transfer siiresi sonunda, membrana transfer edilen proteinler Ponceau
S boyasi ile boyanarak kontrol edildi.

Proteinler membrana transfer edildikten sonra blotlama ve goriintiileme igin asagidaki
basamaklar takip edildi:

. Distile su ile Ponceau S boyasi uzaklastirildiktan sonra membran, bloklama igin
hazirlanan %5°lik yagsiz siittozu igeren TBST tamponu igerisine konuldu ve oda
1s1sinda bir saat siiresince ¢alkalamaya birakildi.
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. Bloklama siiresi sonunda membran 3 kez 10’ar dakika slireyle TBST tamponu ile
yikandi. Yikamalar bittikten sonra membran, TBST ile 1:1000 oraninda seyreltilerek
hazirlanan birincil antikor anti-p-aktin ile oda sicakliginda 1 saat siireyle inkiibe edildi.

. Membran, 3 kez 10’ar dakika siireyle TBST tamponu ile yikandiktan sonra, 1:10000
oraninda hazirlanmig, horseradish peroksidaz (HRP) bagli ikincil antikor ile oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Membran 3 kez ayni sekilde yikandiktan sonra
gorlintiileme asamasina gecildi.

o HRP enziminin 1s1ma yapmasi igin Clarity western ECL (Bio-Rad, ABD) Kkiti
kullanildi. ECL soliisyonu i¢inde bulunan Lumigen PS-3 substratinin katalizlenmesi
sonucu ag¢iga ¢ikan luminol 1s1ma yaparak X-ray filmini yakmakta ve bu sayede
goriintli alim1 gerceklesmektedir.

Goriintii  sonrast elde edilen p-aktin bantlari, Image-J programi kullanilarak

(https://imagej.nih.gov/ij/index.html) yogunluklarinin hesaplanmasi i¢in analiz edildi. 2DE

deneylerinde kullanilacak olan protein orneklerinin konsantrasyonlari, bu sekilde, bant

yogunluk oranlarina gore tekrar hesaplandi.

Tablo 3.7. Western blotlamada kullanilan soliisyonlarin igerikleri

Soliisyon Icerik

25 mM Tris-HCI, 192 mM glycine, 1,3 mM

Transfer Tamponu
SDS, %20 metanol

Ponceau S boyasi 1,5 mM Ponceau S, 0.5 mL Acetic acid
TBS Cozeltisi (10X) 25 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, pH 7.6,
TBST tamponu 1X TBS Cozeltisi, % 0.1 Tween 20

3.12. ki Boyutlu Jel Elektroforezi (2DE)

Iki boyutta ayrim igin proteinler dncelikle birinci boyutta izoelektrik noktalarina gére
ayrildilar. Sonrasinda, SDS-PAGE yapilarak proteinlerin molekiiler agirliklarina gore ikinci

boyutta ayrimi saglandi.
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3.12.1. Izoelektrik Fokuslama ve Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Jel
Elektroforezi

1500 ug protein drnekleri, her bir 6rnekten 3 adet olacak sekilde, 2DE 6rnek tamponu,
%1 Tribiitilfosfin (TBP) ve %1 Amfolit ile son hacim 280 ul olacak sekilde karistirildi.
Hazirlanan 6rnekler, 17 cm, non-linear, pH 3-10 IPG striplerine (BioRad, ABD) yiiklenerek
gece boyu 20°C’de pasif rehidrasyona birakildi. Buharlasma ve iire kristallesmesini
engellemek i¢in striplerin iizeri 1 ml kadar mineral yagi ile kapatildi. Rehidrasyon sonunda,
proteinlerin ilk boyutta ayrimi, Protean izoelektrik fokuslama (IEF) cihaz1 (Bio-Rad, ABD)
ile izoelektrik noktalaria gore ayrilmasiyla saglandi. Fokuslama, 20°C’de adim adim akimi1
yiikselen tic agamali bir program ile gergeklestirildi. Buna gore, stripler dnce 250V °de 20
dakika hizli rampada, 4000V’°de 2 saat yavas rampada, son olarak 40000V/saate ulasana
kadar 4000V hizli rampada izoelektrik noktalarina gore fokuslandilar.

Fokuslama bittikten sonra stipler, sirastyla, dengeleme tamponu I ve II’ de (Tablo 3.8.)
30’ar dakika calkalayicida yikandilar. Proteinlerin ikinci boyutta ayrimi, striplerin %12’1lik
SDS-PAGE jellerine yerlestirilerek Protean Plus Dodeca Cell jel yiiriitme sisteminde (Bio-
Rad, ABD) molekiiler agirliklarina gore ayrilmasiyla gerceklestirildi. Sonrasinda jeller
fiksasyon soliisyona alinarak gece boyu ¢alkalayicida birakildi. Fiksasyonun ardindan jeller
Coomassie Parlak Mavisi boya soliisyonu ile gece boyu ¢alkalayicida boyanmaya birakildi.

Distile su ile yikanarak fazla boyadan arindirildi ve goriintii analizi i¢in hazir hale getirildi.

Tablo 3.8. Dengeleme tamponu igerikleri

Soliisyon icerik

6M iire, 0.375M tris-HCI pH8.8, 2% SDS, 20% gliserol,

Dengeleme tamponu |
2% (w/iv) DTT

6M iire, 0.375M tris-HCL pH8.8, 2% SDS, 20%

Dengeleme tamponu 11 ) ] )
gliserol, 2.5% (w/v) iodoasetamid

3.12.2. 2DE Goriintii Analizi

Jellerin goriintilleri VersaDoc MP4000 sistemi (BioRad, ABD) kullanilarak
QuantityOne programi (Versiyon 4.6.7, Bio-Rad, USA) ile alind1. Protein spotlarinin analizi
PDQuest Advance programi (BioRad, ABD) kullanilarak yapildi. Bunun i¢in, tiim jellerden
analiz edilecek bolgeler standardize edilerek eslestirildi. Kontrol grubu ile ilag verilen grup

arasinda farkl1 ekspresyon seviyesine sahip olan spotlar tespit edildi. Istatiksel olarak Snemli
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olan spotlar Student’s t-test ile degerlendirildi (P<0.05 igin). Ekspresyon seviyesinde 2
kattan fazla degisiklik gosteren spotlar kiitle spektrometresi ile tanimlanmak iizere segildi.
Segilen spotlar EX-Quest Spot-cutter robotu (BioRad, ABD) kullanilarak jelden kesildi ve
MALDI-TOF/TOF ile tanimlanmak tizere 96 kuyucuklu plakalara alindi.

3.13. Tandem Kiitle Spektrometresi (MS/MS) Analizleri

moA seviye degisikligine neden olan MA uygulamasinin DMS114 hiicre proteomunda
meydana getirdigi degisiklikler, proteomik c¢alismalarda siklikla kullanilan iki kiitle
spektrometrisi yontemi, LC-MS-MS ve MALDI-TOF/TOF ile analiz edilmistir. Elde edilen

veriler biyoinformatik yontemlerden faydalanilarak degerlendirilmistir.
3.13.1. MALDI-TOF/TOF Analizi

Jel ici Kesim

EX-Quest Spot-cutter robotu ile ii¢ ayr1 jelden kesilen protein spotlart mikrosantrifiij
tiipleri icerisinde birlestirildi. Ticari kit (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak jel i¢i
triptik kesim tiretici firmanin talimatlart dogrultusunda gergeklestirildi. Kisaca, asagidaki
basamaklar takip edildi:

. Protein spotlari, %40 asetonitril ve 50 mM amonyum bikarbonattan olusan soliisyon
ile boyadan arindirildiktan sonra, 50 mM TCEP soliisyonu ile 10 dakika boyunca
60°C'de indirgendi.

. 10 mM iyodoasetamid (IAA) soliisyonu ile karanlikta bir saat siire boyunca
alkillendikten sonra yaklagik 10 dakika yikama soliisyonu ile yikandi.

o Spotlar %100 asetonitril ile dehidre edildi. Sonrasinda, 10 ng modifiye edilmis aktif
tripsin eklenerek, triptik kesim i¢in, gece boyu 37°C’de birakilarak inkiibe edildi.

o Proteinlerin triptik kesim iglemi bittikten sonra peptitleri iceren ist sivi, SpeedVac
(Eppendorf, ABD) ile buharlastirilarak peptitler konsantre edildi.

. Kesilen peptitler %0,1 trifluoroasetik asit (TFA) igerisinde ¢oziildiikten sonra C18
ZipTip pipet uclar1 (Millipore, Burlington, MA, ABD) kullanilarak tuzlarindan
uzaklastirildi ve konsantre edildi.

o C18 ZipTip pipet uglari kullanilmadan 6nce 50% asetonitril ile dengelendi ve TFA ile
yikandu.

o Konsantre peptitler matris soliisyonu ile kolondan ayirilarak ¢elik MALDI-TOF/TOF

ornek plakasi tizerine konuldu.
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. Matris soliisyonu: %50 asetonitril, %0,1 trifloroasetik asit i¢inde hazirlanmis 10
mg/ml a-siyano-4-hidroksisinnamik asit
MALDI-TOF/TOF ile proteinlerin tanimlanmasi
MALDI-TOF/TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight/time-of-
flight) peptitlerin sekanslamasi i¢in kullanilan kiitle spektrometresidir. Bu sistemde, peptitler
lazer 15181 ile iyonize edildikten sonra vakumlu bir tiip i¢erisinde ayristirilirak kiitle/yiik
oranlarina ve peptitlerin aminoasit dizilimlerine gore proteinlerin tanimlanmasi saglanir.
C18 ZipTip pipet uglan ile tuzlarindan arindirilip konsantre edilerek MALDI plakasina
konulan peptitler ABSCIEX MALDI-TOF/TOF 5800 cihaz1 (Sekil 3.6) ile Peptit-kiitle
parmak izleri (PMF) toplanarak tanimlandi. Bunun igin;
e 400 ile 2000 Da kiitle araliginda olan TOF spektrumlari pozitif iyon reflektér modunda
kaydedildi.
e Her 6rnek i¢in, TOF spektrumundaki en gii¢lii piklerden on tanesi MS/MS analizleri i¢in
secildi. Spektrumlar, tripsin iyon piklerinin i¢ standart olarak alinmasi ile kalibre edildi.
e Toplanan tiim PMF’ler, ProteinPilot yazilim1 (4.0.8085 revizyonu 148085, AB Sciex,
Framingham, ABD) kullanilarak MASCOT veritabaninda (Matrix Science, Boston, MA,
ABD) analiz edildi.

Sekil 3.6. ABSCIEX MALDI-TOF/TOF 5800 cihazi
3.13.2. nLC-MS/MS Analizi

Proteinlerin nLC-MS/MS ile analizine baslamadan once Ornekler, triklorasetik asit
(TCA)/Sodyum deoksikolat (DOC)/Aseton ile protein ¢oktiirme prosediirii takip edilerek
tuz, lipit ya da deterjan gibi unsurlarin olabildigince uzaklastirilmasi igin temizlendi. Bu
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asamay1 takiben, ornekler soliisyon-igi triptik kesim ile peptitlere ayrilarak nLC-MS/MS

cihazinda analiz edilmek tizere hazirland.

Protein oziitlerinin ¢oktiiriilerek temizlenmesi

Protein 6rneklerinin ¢oktiiriilmesi protokoliinde birinci ¢oktiirme ajani olarak DOC,

ikinci ¢oktiirme ajani olarak TCA, yikama soliisyonu olarak da aseton kullanilmigtir. Buna

gore asagidaki basamaklar takip edildi:

Steril mikrosantrifiij tiiplerine 400 pg protein drnekleri konarak hacimce 1:1 oraninda
9%0.2°1ik DOC eklendi. Yavasca alt-list edilen tiipler 15 dakika buz tizerinde bekletildi.
Hacimce 1:1 oraninda %72’lik TCA ilave edildikten sonra yavasca alt-iist edilen tiipler
20 dakika kadar buz iizerinde bekletildi.

4°C ve 12000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra iist siv1 atildi ve pellet
tizerine soguk aseton eklendi. Tiipler vortekslenerek pelletlerin ¢éziilmesi saglandi ve
sonrasinda gece boyu -20°C’de inkiibasyona birakildi.

Tekrar vortekslenen tiipler 4°C ve 12000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust siv1
atildiktan sonra pelletler 10 dakika kadar oda 1sisinda kurumaya birakildi.

Kuruyan pelletler 50 mM amonyum bikarbonat ile ¢oziildikkten sonra Qubit 4
Florometre cihazt (Thermoscientific, ABD) ile diretici firmanin talimatlart
dogrultusunda protein konsantrasyonlari 6l¢iildii.

Soliisyon-I¢i Triptik Kesim

Coktiirtilerek temizlenen protein 6rnekleri, nLC-MS/MS ile analiz edilebilmeleri i¢in,

soliisyon-igi triptik kesime (Thermo Fisher Scientific, ABD) tabi tutuldu. Proteinler, {iretici

firmanin oOnerdigi sekilde triptik kesim ile peptitlerine pargalandi. Kisaca, asagidaki

basamaklar takip edildi:

10 pg protein 6rnegi, 100 mM DTT ve ultra saf su ile 27 pl’ye tamamlanarak 95°C’de
5 dakika inkiibe edildi. Ardindan, son konsantrasyon 10mM olacak sekilde alkilasyon
ajani olarak IAA eklendi ve 20 dakika karanlikta ve oda 1sisinda inkiibasyona birakildi.
Alkilasyon asamasindan sonra enzimatik parcalamaya gecildi. Bunun i¢in drneklerin
tizerine 100ng/pl tripsin eklendi ve 30°C’de gece boyu inkiibasyona birakildi.
Enzimatik par¢alamadan sonra vortekslenen drnekler SpeedVac (Eppendorf, ABD) ile
buharlastirilarak peptitler konsantre edildi.

Peptitler, NLC-MS/MS analizi yapilmak iizere %0,1 formik asit igerisinde ¢oziildii.
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NLC-MS/MS ile Proteinlerin Tanimlanmast

NLC-MS/MS cihaz1 (Sekil 3.7) ile analize baslamadan 6nce sistem standart bir
calibrant kullanilarak (LTQ Velos ESI Pozitif Iyon Kalibrasyon Cozeltisi, Pierce, ABD)
kalibre edildi. Soliisyon i¢i triptik kesim yontemiyle elde edilen peptitler Dionex Ultimate
3000 RSLC nanosistem kullanilarak analiz edildi. Q-exactive kiitle spektrometresi (Thermo
Scientific, ABD) ile birlikte ¢alisan ve Ultimate 3000 Series TCC-3000RS (Thermo
Scientific, ABD) kolon kompartmanlari ile donatilmis sistem, Xcalibur 4.0 yazilimi
(Thermo Scientific, ABD) ile kontrol edilmektedir. Ornekler, %0,05 TFA ve %2 asetonitril
iceren soliisyon ile yakalama kolonundan gegirilerek tuzlarindan uzaklastirildi ve konsantre
edildi. %0,1’lik formik asit igeren mobil faz A ve %0,1’lik TFA iceren mobil faz B
kullanilarak Yiiksek Performansli Sivi Kromotografisi (HPLC) ile peptitlerin ayrimi
saglandi. Peptitler daha sonra uygun gradient sartlari ile Acclaim PepMap RSLC C18
analitik kolonuna (75pmx15cmx2um, 100 A ¢ap, Thermo Scientific, ABD) aktarildi.
Ayristirilan peptitler Q-exactive kiitle spektrometresine gonderildi. Peptitlerin pozitif yiik
okuma modunda iyonizasyonu i¢in Nanospray Flex™ (Thermo Scientific, ABD) iyon
kaynagi kullanildi. Parametreler; sprey voltaji 2.3 kV, maksimum enjeksiyon siiresi 60 ms,
kapiler sicaklik 320°C, rezoliisyon 70.000 ve tarama araligr 400-2000 m/z olacak sekilde
ayarlanarak MS spektrumlar1 alindi. MS/MS analizleri, spektrumlardaki en yiiksek skorlu

on iyon secilerek gerceklestirildi.

3.14. Western Blotlama Yontemi ile MS/MS Verilerinin Dogrulanmasi

MS/MS deneyleri sonucunda elde edilen verilerin dogrulugunun gdsterilmesi igin

verilerde tanimlanmis olan proteinlerden bazilari segilerek WB yontemiyle, deney gruplari
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arasindaki protein miktarlart karsilastirilirdi. Bunun igin, “House-Keeping protein
kullanilarak proteinlerin normalizasyonu” kisminda anlatilan WB protokolii takip edildi.
Analiz edilen proteinin biiyiikliigiine gore, asagidaki tablo gbz 6niinde bulundurularak farkli

yiizdelerde SDS-PAGE jelleri kullanildi.

Tablo 3.9. Gorlintiilenmek istenen proteinin biiyiikliigiine gore kullanilan jel yiizdeleri

Protein biiyiikliigii AKkrilamit Jel Yiizdesi
4-40 kDa 20%
12-45 kDa 15%
10-70 kDa 12.5%
15-100 kDa 10%
25-200 kDa 8%

MALDI-TOF/TOF verilerinin dogrulamasi i¢in anti-IDH2, nLC-MS/MS verilerinin
dogrulamasi i¢in anti-GAPDH antikorlart kullanildi. Ayrica, elde edilen verilerle yapilan
biyoinformatik analiz sonuglarin1 desteklemek icin Total OKSFOZ Insan WB Antikor
Kokteyli ile WB yapildi. House keeping protein olarak B-aktin kullanildi. Kullanilan

antikorlar, katalog numaralar1 ve diliisyon oranlar1 ile Tablo 3.10’da verilmistir.

Tablo 3.10. Western Blotlama deneylerinde kullanilan antikorlar

Antikor Diliisyon Oram Marka ve Katalog
Numarasi
IDH2 1:500 Abcam, ab55271
_ Santa Cruz Biotechnology,
GAPDH 1:1000 $c-365062
OKSFOZ, kokteyl antikor 1:500 Abcam, ab110411
. _ Santa Cruz Biotechnology,
B-aktin 1:2000 5c-69879
Sekonder antikor: Goat
19G Anti-Mouse HRP 1:10000 Bio-Rad, 170-5047
Conjugate

3.15. MS/MS Verilerinin Biyoinformatik Analizi
3.15.1. MALDI-TOF/TOF veri analizi

MALDI-TOF/TOF analizi sonucu elde edilen veriler ProteinPilot yazilim1 (4.0.8085
revizyonu 148085, AB Sciex, Framingham, ABD) kullanilarak MASCOT veritabaninda
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(Matrix Science, Boston, MA, ABD) analiz edildi. Analizde sadece p<0.05 olarak
tanimlanan degerler kabul edildi. Regiilasyon oranlar1 ikiden biiyiik olan proteinler i¢in
UniProt erisim numaralar1 kullanilarak STRING (https://string-db.org) analizi yapildi.
“Coklu protein” analiz segenegi tercih edildi ve organizma “Homo sapiens” olarak segildi.
Analiz parametreleri; orta diizeyde giiven etkilesimi (interaction score of medium
confidence) segilerek, 1. ve 2. kabuklar i¢in segilen maksimum etkilesim sayis1 5’ten fazla
olmayacak sekilde belirlendi. “Hatal1 kesif oran1” (False Discovery Rates, FDR) 10-4’ten
kiiglik olan veriler dikkate alindi. Regiilasyon oranlar1 degisen proteinlerin PANTHER
analizi (Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships, http://PANTHERdb.org/)
UniProt erisim numaralar1 kullanilarak gergeklestirildi. Organizma Homo sapiens olarak
belirlendi ve fonksiyonel smiflandirmalar bar grafikleri seklinde olusturuldu. Ontoloji
olarak; molekiiler islev, biyolojik siireg, hiicresel islev, hiicresel bilesen, protein sinifi ve
hiicresel yolak se¢ildi. Ontolojilerin her biri i¢in, secilen proteinler listelenerek ve verilen

ozellikleri UniProt numaralariyla kontrol edilerek manuel bir analiz gerceklestirildi.
3.15.2. nLC-MS/MS veri analizi

MS/MS analizleri, spektrumlardaki en yliksek skorlu on iyon segilerek gergeklestirildi.
Proteinlerin tanimlanmasi icin veriler, Proteom Discoverer 2.2 (Thermo Scientific, ABD)
yazilimi ile analiz edildi. Peptit kiitle toleransi 10 ppm, MS/MS Kkiitle tolerans1 0.2 Da, kiitle
dogrulugu 2 ppm, minimum peptit uzunlugu 6 amino asit olacak sekilde secilen
parametrelerle proteinler tanimlandiktan sonra, “MALDI-TOF/TOF Veri Analizi” kisminda
anlatildig: sekilde STRING ve PANTHER analizleri yapildi

3.16. in vitro Test Verilerinin Biyoistatistiksel Analizi

TMT, Annexin V, hiicre dongiisii ve invazyon testleri ile m6A kantifikasyonu
verilerinin biyoistatistiksel analizi GraphPad Prism 6 (La Jolla, CA, ABD) programi
kullanilarak, tiim deneyler ii¢ kez analiz edilecek sekilde yapildi. Gruplar arasindaki
istatistiksel farklar, 6rnek dagilimi g6z oniinde bulundurularak, student-t test, one-way
analysis of variance (ANOVA) ya da two-way ANOVA kullanilarak analiz edildi. MA ve
TPT’nin kombinasyon indexleri (CI) CompuSyn yazilimi1 (ComboSyn Inc, Paramus, ABD)

kullanilarak belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. MA ve TPT’nin Sitotoksik Etkilerinin Belirlenmesi

Calismalarda kullanilan iki ayr1 ilag MA ve TPT nin 6nce kanser hiicreleri {izerindeki
sitotoksik etkileri TMT ile belirlendi. Belirlenen konsantrasyonlar daha sonra saglikli
akciger hiicre hatt1 olan MRCS hiicrelerine uygulanarak ilaglarin saglikli hiicrelerdeki toksik

etkisi incelendi.
4.1.1.MA’nin DMS114 ve MRC5 Hiicrelerine Sitotoksik Etkisi

MA’nin DMS 114 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin incelenmesi igin 15-30-60-
90-120 ve 150 uM MA 24,48 ve 72 saat siireyle hiicrelere uygulandi. Inkiibasyon siireleri
sonunda hiicre canliliklar1t TMT ile analiz edildiginde MA’nin konsantrasyona ve zamana
bagli olarak DMS114 hiicre canliligin1 6nemli dl¢iide azalttig1 goriildii. 24 saat sonunda, 90
UM ve lizeri konsantrasyonlar canliligi istatistiksel olarak onemli ol¢iide azaltmistir
(P<0,01). 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise 60 uM ve iizeri konsantrasyonlar
canlilig1 istatistiksel olarak 6nemli 6l¢iide azaltmistir (P<0,01). 24 saatte 90 uM MA
uygulamasinda hiicre canliligi ortalama 9%53,4’e diismiisken, 48 saatte 60 uM ilag
uygulamasinda canlilik ortalama %54,9’a diigmiistiir (Sekil 4.1). TMT analizlerinin yan1
sira, MA’nin DMS114 hiicre canliligina etkisi mikroskobik olarak da incelenmis ve hiicre

canliliginin kontrol grubuna gore azaldig goriintiilenmistir (Sekil 4.2).

DMS114
1507 Bl 24sa
1 48sa
x 100 m " BE 72sa
< *
% * % * %
S 50+ T *x
U | T
Kontrol 15 30 60 90 120 150
MA konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.1. MA’nin DMS114 hiicre canliligi {izerine etkisi. (*P < 0.05, **P < 0.01)
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Sekil 4.2. 24 saat MA uygulanan DMS114 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii A) Kontrol,
B) 90 uM MA (40X objektif)

MA’nin kanser hiicre canliligina etkisi belirlendikten sonra ayni konsantrasyonlarin
saglikli hiicreler lizerine etkisi arastirildi. MRCS5 hiicreleri ile yapilan TMT analizi
sonucunda 150 uM hari¢ tiim diger MA konsantrasyonlarinda hiicre canliliginin %90’
tizerinde oldugu ve istatistiksel olarak 6nemli bir fark olmadigi belirlendi (Sekil 4.3). Sadece,
48 ve 72 saat 150 uM MA uygulanan hiicrelerin canlilifinda istatistiksel olarak anlamli bir
azalma oldugu goriildii (P<0,01). Elde edilen bu veriler, MA’nin saglikli hiicrelere toksik

etki gostermeden kanser hiicrelerinin canliliginda 6nemli bir azalmaya neden oldugunu

gostermektedir.
MRC5
Il 24sa
150
£ 48 sa
B 72sa
~ 100+
= "
@
2
S 50
o_
Kontrol 15 30 60 90 120 150
MA konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.3. MA’nin MRCS5 hiicre canliligi tizerine etkisi. (*P < 0.05, **P < 0.01)
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TPT’nin DMS114 ve MRCS hiicrelerine sitotoksik etkisi

TPT’nin DMS 114 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin incelenmesi i¢in 5, 10, 20,
40, 80, 160 nM TPT 24,48 ve 72 saat siireyle hiicrelere uygulandi. Inkiibasyon siireleri
sonunda hiicre canliliklart TMT ile analiz edildiginde TPT’nin konsantrasyona ve zamana
bagli olarak DMS114 hiicre canliligin1 6nemli 6lgiide azalttigi belirlendi. 24 saat inkiibasyon
stiresi sonunda 10 nM ve iizeri, 48 ve 72 saat sonunda ise 5 nM ve iizeri konsantrasyonlarin
hiicre canliligini istatistiksel olarak 6nemli 6l¢iide azalttigr goriildii (P<0,05 ve P<0,01). 24
saatte 40 nM TPT uygulamasinda hiicre canlilig1 ortalama %57,1 e diismiisken, 48 saatte 20
nM ila¢ uygulamasinda canlilik ortalama %51,3’¢ diismistiir (Sekil 4.4). 72 saat ilag
uygulanan hiicre gruplarinda ise canliliginin tiim konsantrasyonlarda istatistiksel olarak

o6nemli derecede (P<0,01) azaldig1 ve %50°nin altinda oldugu goriildii.

DMS114
150- M 24sa
3 48 sa
B 72sa
x 100 @
= N
8 *k * % ok .
o * * % *x
e 50- ¥k ¥k ki
* %k * %k * %
* %k "
L i |
Kontrol 5 10 20 40 80 160
TPT konsantrasyonu (nM)

Sekil 4.4. TPT’nin DMS114 hiicre canlilig izerine etkisi (*P < 0.05, **P < 0.01)

Hiicre canliliklarinin TMT ile anazinin yami sira ilacin DMS114 hiicre canliligina
etkisi mikroskobik olarak da incelenmis ve hiicre canliliginin kontrol grubuna goére dnemli

Olclide azaldig1 goriintiilenmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. 48 saat TPT uygulanan DMS114 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii A) Kontrol,
B) 10 nM TPT (40X objektif)

TPT konsantrasyonlarinin DMS114 hiicrelerine sitotksik etkisi belirlendikten sonra
ayni ilag konsantrasyonlari saglikli akciger MRCS5 hiicrelerine uygulandi ve bu hiicreler
tizerinde herhangi bir toksik etkisinin bulunup bulunmadigi arastirildi. TMT analizi
sonucunda, TPT nin kanser hiicrelerine toksik olan konsantrasyonlarinda, 80 ve 160 pM
hari¢, MRCS5 hiicre canliliginin %80’ tizerinde oldugu ve istatistiksel olarak énemli bir
fark olmadig: belirlendi. Ayrica, kombinasyon c¢alismalarinda kullanilmasi kararlastirilan
5,10 ve 20 nM TPT’nin MRCS5 hiicrelerindeki canliliklarinin %90’ iizerinde oldugu
goriildi (Sekil 4.6). 80 nM ilag uygulamasi hiicre canliliginda sadece 72 saatte anlamli bir
azalmaya neden olurken (P<0,05), 160 nM ilag uygulamasi tiim saatlerde istatistiksel olarak

onemli derecede azalmaya neden olmustur (P<0,05 ve P<0,01).

MRC5
150- M 24sa
£ 48sa
B 72sa
x 1004
= "
8 * T *k
= 50
0_
Kontrol 5 10 20 40 80 160
TPT konsantrasyonu (nM)

Sekil 4.6. TPT’nin MRCS5 hiicre canlilig1 tizerine etkisi (*P < 0.05, **P < 0.01)
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4.2. MA ve TPT Kombinasyon Uygulamasinin Sitotoksik Etkisi

MA ve TPT’ nin kombinasyon ¢aligsmalarinda kullanilacak konsantrasyonlari, ilaglarin
tek olarak uygulandigi TMT ile canlilik analizleri sonucu elde edilen verilere gore belirlendi.
Buna gore, 24 ve 48 saat inkiibasyon siiresi ile, MA’nin 30 ve 60 uM, TPT nin ise 5, 10 ve
20 nM konsantrasyonlarindan olugan kombinasyonlarin DMS114 hiicrelerine etkisi dnce
TMT ile arastirildi. Kullanilan ilaglarin belirtilen saat ve konsantrasyondaki DMS114 hiicre
canlilik oranlar1 Tablo 4.1°de gosterilmistir. Ayn1 kombinasyonlar MRCS5 hiicrelerine de
uygulanarak saglikli hiicrelere herhangi bir toksik etki olup olmadigi gézlemlendi. Daha
sonra elde edilen verilere gore, Compusyn yazilimi (ComboSyn Inc, Paramus, ABD)

kullanilarak kombinasyon indeksleri (CI) ve doz azaltma indeksleri (DRI) belirlendi.

Tablo 4.1. Tek basina uygulanan TPT ve MA konsantrasyonlarmm DMS114 hiicre
canliligina etkisi

Canhlik (%)
Siire
TPT (nM) MA (uM)
(saat)
5 10 20 30 60
24 72,5+£27 [ 68,6+7,1 |61,2+£22 |80,5+54 |67,2+4,0
48 61,6+4,1 [63,9+£29 |51,6£1,8 |762+4,0 |54,6+3,7

4.2.1.Kombinasyonlarin Hiicre Canliigina Etkisinin incelenmesi

Belirlenen MA ve TPT konsantrasyonlart DMS114 hiicrelerine asagida belirtildigi
sekilde kombine edilerek 24 ve 48 saat siireyle uygulandi:
- 30uM MA +5nM TPT
- 30 uM MA+10nM TPT
- 30 uM MA +20nM TPT
- 60 uM MA +5nM TPT
- 60 uM MA +10nM TPT
- 60 uM MA +20 nM TPT

Inkubasyon siiresinin bitiminde hiicre canliliklari TMT ile analiz edildi (Sekil 4.7).
Buna gore, tiim saat ve konsantrasyonlarda ila¢g kombinasyonlariin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede hiicre canliligini azalttigi gézlemlendi (P<0,01). Hiicre
canliliginin %50°nin altina diistiigli gruplarin 48 saat siireyle 60 uM MA + 5 nM TPT ve 60
uM MA + 10 nM TPT uygulanan hiicreler oldugu goriildii. Belirtilen gruplardaki hiicrelerin
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canliliklari, sirasiyla, %44,9 + 4,2 ve %40,5 + 2,8 olarak belirlendi. Ayrica, kombinasyon
uygulamasinda 60 uM MA kullanilmasinin, 30 uM MA kullanilmasina kiyasla, 6zellikle 48
saatlik uygulamada (60 uM MA + 5 nM TPT ve 60 uM MA +10 nM TPT igin) hiicre

canliligini daha ¢ok azalttig1 gozlemlendi.

DMS114

150 = M 24sa

1 48sa
100=

*% **
* ok "k
*k

*% ok
50_ **k

%canlilik
%
i

*k

*k

Sekil 4.7. MA ve TPT kombinasyonlarinin DMS114 hiicre canlilig1 iizerine etkileri
(*P <0.05, **P < 0.01)

MA ve TPT kombinasyonlarinin kanser hiicreleri iizerine etkisi, ayrica, mikroskobik
olarak da incelenmistir. CI degeri en yiiksek olan, 48 saat siireyle 60 uM MA + 10 nM TPT
uygulanan hiicrelerin goriintiisiine sekil 4.8’de yer verilmistir. Kombinasyon ila¢ uygulanan

grubun kontrol grubuna ve ilaclarin tek basina uygulandigi gruplara gére hiicre canlilik

seviyesinde dnemli bir azalma oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.8.Tek basina ve TPT ile kombine MA uygulanan DMS1 14 hiicrelerinin mikroskobik
goriintiisii. A) Kontrol, B) 10 nM TPT, C) 60 uM MA, D) 60 uM MA + 10 nM TPT (10X
objektif)

MA ve TPT kombinasyonlarmin DMS114 hiicre canliligina etkisi belirlendikten sonra
ayni ila¢ kombinasyonlari, saglikli akciger MRCS5 hiicrelerine uygulandi ve bu hiicreler
tizerinde herhangi bir toksik etkisinin bulunup bulunmadigi arastirildi. Yapilan TMT
analizine gore ilag kombinasyonlarinin hi¢ biri MRCS5 hiicre canliligina istatistiksel olarak
onemli bir etki gostermemistir. Hiicre canliliklarinin, tiim kombinasyonlarda %90’1n
tizerinde oldugu gorilmistir (Sekil 4.9). Elde edilen bu veriler, MA ve TPT
kombinasyonlarinin saglikli hiicrelere toksik etki gostermeden kanser hiicrelerinin

canliliginda 6nemli bir azalmaya neden oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.9. MA ve TPT kombinasyonlarmin MRCS hiicre canlilig1 lizerine etkileri

4.2.2.Kombinasyon indeksleri ve Doz Azaltma indekslerinin Belirlenmesi

MA ve TPT kombinasyonlarinin olasi sinerjetik etkisinin arastirilmasi i¢in hiicre
canliliklar1 TMT ile belirlendikten sonra Chou-Talalay kombinasyon indeksi (CI) yontemi
kullanildi. Bu analiz sonucunda elde edilen veriler, CI <I, CI = 1 ve CI> 1 sirasiyla;
sinerjetik, aditif ve antagonistik olarak yorumlanmaktadir. Compusyn yazilimi ile elde
edilen CI verileri tablo 4.2°de, ilgili grafikler ise sekil 4.10°da gosterilmistir. Buna gore; 24
saat siireyle 60 pM MA + 5 nM TPT, 48 saat siireyle 60 uM MA + 5 nM TPT ve 60 uM
MA + 10 nM TPT kombinasyonlarinin sinerjetik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.

Tablo 4.2. MA ve TPT kombinasyonlarinin CI degerleri

Siire MA cl
(saat) (nM) 5nMTPT | 10nM TPT | 20nM TPT
30 1,094 1,590 1,987
& 60 0,819 2,069 2,249
30 1,456 1,868 1,174
% 60 0,845 0,751 1,876
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Sekil 4.10. MA ve TPT kombinasyonlarinin CI grafikleri. A) 24 saat-, B) 48 saat kombine
ila¢ uygulamalari

Compusyn yazilimi ile kombinasyon uygulamalarinin CI degerlerinin yan1 sira doz
azaltma indeksleri (‘dose reduction index’, DRI) de belirlenmistir (Tablo 4.3). DRI degerleri
her bir ilacin tek basina dozu ile karsilastirildiginda sinerjiye baglh olarak her ila¢ i¢in kag
kat doz azaltma saglandigini gosterir. Bu analiz sonucunda elde edilen veriler, DRI<1,
DRI=1 ve DRI> 1 sirasiyla; avantajli olmayan (non-favorable) doz azaltma, doz azaltma
olmamasi, avantajli (favorable) doz azaltma olarak yorumlanmaktadir. Analiz sonucuna
gore, sinerjetik etkinin oldugu, 24 saat siireyle 60 uM MA + 5 nM TPT uygulamasinda
MA’nin DRI degeri 1.732, TPT nin DRI degeri 4.140 olarak bulunmustur. 48 saat siireyle
60 uM MA + 5 nM TPT uygulamasinda MA’nin DRI degeri 1.317, TPT nin DRI degeri
11.562; 60 uM MA + 10 nM TPT uygulamasinda MA’nin DRI degeri 1.517, TPT nin DRI
degeri 10.871 olarak belirlenmistir (Sekil 4.11). Elde edilen veriler, kemoterapi ilaci
TPTnin MA ile kombine kullaniminda bu ilacin etkisinin anlamli bir sekilde arttigini

gostermektedir.

Tablo 4.3. MA ve TPT kombinasyonlarinin DRI degerleri

5nM TPT 10 nM TPT 20 nM TPT

Sire | MA
(saat) | (uM) | prRI MA | DRI TPT |DRIMA | DRITPT |DRIMA | DRI TPT

30 | 2.000 1.681 2.085 0.900 2552 0.626
24

60 1173 4.140 1.042 0.900 1.326 0.668

30 | 1592 1.206 1.687 0.783 2.233 1.376
48

60 11317 11.562 1517 10.871 1.056 1.074
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Sekil 4.11. MA ve TPT kombinasyonlarinin DRI grafikleri. A) 24 saat-, B) 48 saat kombine
ilag uygulamalari

4.3. MA ve TPT’nin Hiicre Apoptozu Uzerine Etkisi

MA, TPT ve MA+TPT kombinasyonlarinin, DMS114 hiicrelerinde, apoptotik hiicre
Oliimiine etkisi ilk 6nce Annexin V boyamas: yapilarak akis sitometrisi yontemiyle
degerlendirildi. Daha sonra, Annexin V analizinden elde edilen veriler dogrultusunda,
AO/PI boyamasi ile hiicrelerde meydana gelen morfolojik degisiklikler gozlemlendi. Hiicre
canlilik analizleri sonucu her iki ilacin gerek tek tek, gerekse kombinasyon halinde
uygulamasinin MRCS5 hiicrelerinde toksik etki olusturmadigi goriildiigiinden bu hiicreler

i¢cin apoptoz analizi yapilmadi.
4.3.1. Akis Sitometrisi ile Apoptozun Degerlendirilmesi

Boliim 4.6°da anlatildig1 lizere m6A seviyesinde degisikligin sadece 24 saat 90 uM
MA uygulamasi sonucu meydana geldigi goriildiiglinden proteomik calismalarin bu
konsantrasyon ile yapilmasina karar verilmistir. Apoptoz analizi ilk 6nce bu grup icin
gerceklestirildi. Ardindan kombinasyon calismasinda kullanilan ve daha etkin oldugu
goriilen 60 uM MA ile 5, 10, 20 nM TPT ve bu iki ila¢ konsantrasyonlarinin kombine
uygulamalari i¢in apoptoz analizi yapildi.

24 saat 90 uM MA uygulamasinin Annexin V verileri analiz edildiginde ilag verilen
gruptaki apoptotik hiicre 6limiiniin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak Snemli
miktarda artti1 goriilmiistiir. Ayrica, erken apoptotik hiicre yiizdesinin, ge¢ apoptotik hiicre

yiizdesine gore 6nemli miktarda fazla oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. 24 saat 90 uM MA uygulanan DMS114 hiicrelerinin Annexin V analizi ve erken-
gec- ve toplam apoptotik hiicrelerin istatistiksel analizleri. a) Kontrol, b) 90uM MA
(*P<0.001, **P<0.0001)

MA’nin TPT ile kombine uygulamasinin DMS114 hiicre apoptozuna etkisinin
belirlenmesi i¢in 24 saat ve 48 saat siireli ila¢ uygulamalar1 sonrasi yapilan Annexin V
analizinin bulgular1 Sekil 4.13’te gosterilmistir. Kombine ilag uygulamalarinin bir kismi,
kontrol grubuna kiyasla, hiicre apoptozunu istatistiksel olarak 6nemli derecede artirmistir.
Ayrica, erken apoptotik hiicre ylizdesinin, ge¢ apoptotik hiicre ylizdesine gore Onemli
miktarda fazla oldugu goriilmiistiir. 60 uM MA; 24 saat uygulandiginda %30,5+0,24, 48 saat
uygulandiginda %38,8+3,77 apoptotik hiicre 6liimiine neden olmustur. MA ile kombine
uygulanan TPT’nin, 24 saatte, tek basina uygulanmasina kiyasla sadece 60+5 grubunda, 48
saatte ise 60 uM MA +5 nM TPT ve 60 uM MA +10 nM TPT grubunda apoptozu 6nemli
miktarda artirdigr goriildii. Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak apoptotik hiicre
Olimiinde en fazla artisin 48 saat siireli 60 uM MA+10 nM TPT uygulanan grupta
(43,3+1,74) oldugu gozlemlendi (Sekil 4.14). Annexin V analizi ile elde edilen sonuglarin

TMT verileri ile tutarl oldugu goériilmistiir.
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Sekil 4.13. Tek basina ve TPT ile kombine MA uygulanan DMS114 hiicrelerinin Annexin
V analizi. (a) Kontrol, (b) 60 uM MA, (c) 5 nM TPT, (d) 10 nM TPT, (e)20 nM TPT, (f) 60
uM MA+5 nM TPT, (g) 60 uM MA+10 nM TPT, (h) 60 uM MA+20 nM TPT
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Sekil 4.14. Erken-, gec- ve toplam apoptotik hiicrelerin istatistiksel analizleri (*P<0.005)

4.3.2. AO/PIl Boyamasi ile Apoptozun Degerlendirilmesi

Apoptotik hiicre 6liimiinii daha detayli inceleyebilmek i¢in MA’nin tek basina ve TPT
ile kombine uygulamasinin DMS114 hiicre morfolojisinde meydana getirdigi degisiklikler
AO/PI boyamasi yapilarak gozlemlendi (Sekil 4.15). Her iki ilacin; niikleer par¢alanma,
apoptotik vezikiiller ve hiicre biizlismesi gibi apoptozla iliskili tipik morfolojik degisikliklere
neden oldugu goriildii. Ancak, MA’nin TPT ile kombine uygulanmasinin, tek basina
uygulamaya gére, hiicre apoptozunu daha ¢ok tetikledigi gozlemlendi. Ozellikle, hiicre
biiziismesi, vakuoler sitoplazma ve niikleer par¢alanmanin kombine ilag verilen gruplarda
daha fazla oldugu goriildii. Bu gruplarda genel morfolojinin ve sitoplazma-gekirdek oraninin
daha ¢ok bozulmus oldugu goriildii. Nekrotik morfoloji pek goriillmemis olmakla birlikte, 60
uM MA ve 20 nM TPT kombini uygulanan grupta az miktrada nekrotik hiicreye rastlandi.
AO/PI boyamasindan elde edilen veriler Annexin V verilerini desteklemis, kombinasyon

ilag uygulamasinin apoptotik hiicre 6liimiinii daha ¢ok tetikledigini dogrulamistir.
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Sekil 4.15. Ila¢g uygulanan DMS114 hiicrelerinin morfolojik degerlendirmesi (a) Kontrol,
(b) 60 uM MA, (c) 5 nM TPT, (d) 10 nM TPT, (¢)20 nM TPT, (f) 60 uM MA+5 nM TPT,
(9) 60 uM MA+10 nM TPT, (h) 60 uM MA +20 nM TPT
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4.4. MA ve TPT’nin Hiicre Dongiisii Uzerine Etkisi

MA’nin tek basina ve TPT ile kombine uygulamasinin DMS114 hiicre dongiiniine

etkisi “Muse Cell Cycle Kit” kullanilarak, Muse® Cell Analyzer cihazi ile yapilmistir.

Analiz edilen 6rneklerin hiicre dongiisti dagilim1 hakkinda bilgi veren kit, GO/G1, S ve G2/M

fazlarindaki hiicrelerin ylizdesinin nicel O¢iimiine olanak saglamaktadir. Yapilan analiz

sonucu, MA’nin hem tek basina ve hem de TPT ile birlikte uygulandiginda, hiicrelerin

onemli o6lciide GO/G1 fazinda yogunlustiklari goriilmiistiir (Sekil 4.16). Istatistiksel

analizler, bu yogunlagmanin kontrole gore anlamli derecede farkli olmadigin1 gostermistir.
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Sekil 4.16. Tek bagina ve TPT ile kombine MA uygulamasinin DMS114 hiicre dongiisiine
etkisi. (a) Kontrol, (b) 60 uM MA, (¢) 5 nM TPT, (d) 10 nM TPT, (e) 60 uM MA+5 nM
TPT, (f) 60 uM MA+10 nM TPT. (*P<0.05, **P<0.01)
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Sekil 4.16. Devami
4.5. Ila¢c Uygulamalarinin Hiicre invazyonu Uzerine Etkisi

MA ve TPT’nin hiicre canlilifi ve apoptozuna etkilerinin arastirildigi analizlerin
sonuclart g6z 6niinde bulundurularak bu ilaglarin hiicre invazyonuna etkilerinin hangi ilag
konsantrasyonlar1 kullanilarak yapilacagi belirlendi. Buna gore, 24 saat siireli uygulanan 90
uM MA ile 48 saat siireli uygulanan 60 uM MA, 10 nM TPT ve 60 uM MA + 10 nM
TPT’nin DMS114 hiicre invazyonuna etkisi Matrigel Invazyon Odacik Sistemi kullanilarak
belirlendi. Bunun i¢in hiicrelerin ekildigi odaciklar i¢ine serum icermeyen besiyeri konarken
odacigin yerlestirildigi kuyucuklarin i¢ine serumlu besiyeri konarak kemoatraktan olmasi
saglandi. Inkubasyon siiresi sonunda invazif olmayan hiicreler steril pamuk gubuklar
kullanilarak uzaklastirildi ve matrijelden gecen invazif hiicreler Diff Quick boyama Kkiti ile
boyanarak mikroskop altinda sayild: (Sekil 4.17). Invazyonun belirlenebilmesi igin hiicre
migrasyonunun saptanmasi gerekmektedir. Migrasyon, matrijel ile kapli olmayan kontrol
odaciklarina ekilen hiicrelerin ayn1 sekilde sayilmast ile belirlendi ve buna gére % invazyon
degerleri hesaplandi.

% 1invazyon degerlerinin hesaplanmasinin ardindan yapilan istatistiksel analizler
MA’nin kanser hiicre invazyonuna 6nemli bir etkisi olmadigini gostermistir (Sekil 4.18). 10
nM TPT ve 60 uM MA+10 nM TPT uygulamasinin hiicreler iizerindeki % invazyon degeri,
sirastyla, %32+4,1 ve 31,1+4,0 olarak belirlenmistir. Belirtilen ila¢ uygulamalari, hiicre
invazyonunu kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak ©nemli miktarda azaltmistir
(P<0,05). Ancak, TPT nin MA ile kombine uygulamasinin tek basina uygulanmasina gore
invazyonu istatistiksel olarak 6nemli derecede azaltmadig1 goriilmistiir. Elde edilen veriler,
MA’nin akciger kanseri hiicrelerinin invazyonunu azaltmada Onemli bir etkiye sahip

olmadigin1 géstermektedir.
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Sekil 4.17. MA ve TPT’nin DMS114 hiicre invazyonuna etkisinin mikroskobik goriintiisii.
a) Ilag uygulanmayan kontrol odacig1 b) Tla¢ uygulanmayan matrijel odacig1 (kontrol) c) 24
saat 90 uM MA ve d-f) 48 saaat, sirayla, 60 uM MA, 10 nM TPT, 60 uM MA +10 nM TPT
uygulanan matrijel odaciklari.
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Sekil 4.18. MA ve TPT’nin DMS114 hiicre invazyonuna etkisinin istatistiksel analizi
(*P<0.05)

4.6. MA’nin m6A Seviyelerine Etkisi

MA’nin bir m6A demetilaz olan FTO’yu spesifik olarak inhibe etme 6zelligine sahip
olmasi sebebiyle bu ilacin DMS114 m6A seviyesinde meydana getirecegi degisiklik analiz
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edildi. Calisilacak Ornek gruplari; 24, 48 ve 72 saat MA uygulamasi sonunda hiicre
canliliginin %50 civarina diistiigii konsantrasyonlar olan, sirastyla, 90 uM, 60 uM ve 30 uM
MA olarak belirlendi. Belirtilen konsantrasyondaki ilaglarin verilmesinin ardindan,
inkiibasyon siiresi tamamlanan hiicrelerden énce RNA izolasyonu yapildi, ardindan, ticari
olarak satin alinmig olan m6A RNA Metilasyon Kantifikasyon Kiti kullanilarak %m6A
oranlar belirlendi. Kantifikasyon oncesi izole edilen RNA’larin kalitesini degerlendirmek
icin Oornekler %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek 18S ve 28S bantlar1 gozlemlendi ve RNA’larin
calisma i¢in uygun oldugu gorildii (Sekil 4.19). RNA o&rneklerinin konsantrasyonu
belirlendikten sonra her bir kuyucuga 200 ng olacak sekilde ornek konarak m6A RNA
Metilasyon Kantifikasyon Kitinin 6nerdigi protokol takip edildi. Deney sonunda, optik

yogunluklar belirlendikten sonra %m6A degerleri hesaplandi.

!!!” 4= 78S

——— | 18

Sekil 4.19. RNA o6rneklerine ait jel goriintiisii. 1) 72 saat 30 pM MA- 2) 48 saat 60 uM MA-
3) 24 saat 90 uM MA uygulanan DMS114 hiicreleri, 4) Kontrol

% m6A degerleri i¢in yapilan istatistiksel analizler, m6A seviyesininin 24 saat siireyle
90 uM MA uygulanan hiicrelerde anlamli derecede arttigin1 gostermistir (P<0,005). Kontrol
grubunda %0,025+0,001 olan m6A seviyesi 90 uM MA uygulanan grupta %0,11+0,01’e
yiikselerek yaklasik 5 katlik bir artis gostermistir (Sekil 4.20). Diger gruplarda istatistiksel
olarak anlaml1 bir m6A artis1 olmamasi sebebiyle proteomik ¢aligmalarin 24 saat 90 uM MA

konsantrasyonunun kullanildig: hiicreler ile yapilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.20. MA’nin DMS114 hiicrelerinde m6A seviyesine etkisi. (*P<0,005).

4.7. Hiicrelerden Elde Edilen Protein Oziitlerinin Degerlendirilmesi
4.7.1.SDS-PAGE Analizi

MA’nin DMS114 hiicrelerinin proteomunda neden oldugu degisikliklerin analiz
edilebilmesi icin {i¢ ayr1 flaskta 24 saat slireyle 90 uM MA uygulanan hiicrelerden ve ilag
uygulanmayan kontol hiicrelerinden protein izolasyonu yapildi. Bradford yontemi ile
konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra, elde edilen protein oziitlerinin kalitesinin
degerlendirilmesi icin ornekler dnce 20 pg olacak sekilde SDS-PAGE jelinde yiiriitiilerek
molekiiler agirliklarina gore ayristirildilar. Ardindan Coomassie Parlak Mavisi ile
boyandiktan sonra jelin goriintiisii alind1 (Sekil 4.21). Her {i¢ gruba ait protein bantlarinin
net ve keskin sekilde goziikiiyor olusu ornek kalitesinin proteomik deneyleri i¢in uygun

oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.21. Kontrol ve MA grubu proteinlerin SDS-PAGE analizi
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4.7.2.House Keeping Protein Aktin ile Ornek Normalizasyonu

Protein kalitelerinden emin olunduktan sonra her ii¢ tekrar grubu ayn1 miktarda olacak
sekilde birlestirilerek 6rnek havuzlari olusturuldu (Kontrol ve 90 uM MA). Proteomik
caligmalarina baslamadan Once, havuz olusturulan protein Orneklerinin esit olarak
kullanildigindan emin olunmasi i¢in Western Blotlama (WB) yontemi ile bir house keeping
protein olan B-aktin kullanilarak 6rneklerin normalizasyonu yapildi. Bunun i¢in, SDS-PAGE
jeline her iki gruptan 20 pg protein yiiklenerek anti- B-aktin antikoru ile WB yapildi. Image-
J programu ile analiz edilen bantlarin intensiteleri dlgiilerek 6rnekler normalize edildi. Ornek
havuzlari, ayrica, SDS-PAGE analizini takiben Coomassie Parlak Mavisi ile boyand1 ve

protein bantlar1 gézlemlenerek kaliteleri kontrol edildi (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. B-aktin ile 6rnek normalizasyonu
4.7.3.Protein Profilinin 7 cm Striplerle Degerlendirilmesi

Ornek havuzlar1 B-aktin antikoruyla yapilan WB ile normalize edildikten sonra 7
cm’lik stripler kullanilarak iki boyutlu jel elektroforezi yapilarak protein dagilimi incelendi.
Iki grup arasindaki farklarm daha iyi analiz edilebilmesi igin spotlarin birbirinden daha iyi
ayrilmasi gerektigi goriildii (Sekil 4.23). Bu sebeple, MALDI-TOF/TOF ile tanimlanacak

orneklerin 17 cm’lik stripler kullanilarak ayristirilmasinin uygun olduguna karar verildi.
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Kontrol 90 uM MA

pH3 e PH10 pH3 e PH10

4.8. MA’nin DMS114 Hiicre Proteomunda Neden Oldugu Degisikliklerin

Analizi

4.8.1.Karsilastirmah 2DE analizi ve MALDI-TOF/TOF ile tanimlanan

proteinler

MA’nin DMS114 proteomunda yol agtig1 degisikliklerin analizi ilk 6nce MALDI-
TOF/TOF ile gerceklestirildi. Protein ornekleri 17 cm’lik stripler kullanilarak, birinci
boyutta, izoelektrik noktalarina gore, ardindan SDS-PAGE ile ikinci boyutta molekiiler
agirhiklarina gore ayrildilar. Fikse edildikten sonra Coomassie parlak mavisi ile boyanan
jellerin gorintiileri VersaDoc MP4000 sistemi (BioRad, ABD) kullanilarak QuantityOne
programi (Versiyon 4.6.7, Bio-Rad, USA) ile alind1 (Sekil 4.24).

Protein spotlarinin analizi i¢gin PDQuest Advance programi kullanildi. Bunun i¢in, tiim
jellerden analiz edilecek bolgeler standardize edilerek eslestirildi. Kontrol grubu ile ilag
verilen grup arasinda farkli ekspresyon seviyesine sahip olan spotlar tespit edildi.
Ekspresyon seviyesinde 2 kattan fazla degisiklik gdsteren spotlar tanimlanmak iizere segildi.

Jel i¢i triptik kesimi yapilan 6rnekler MALDI-TOF/TOF ile tanimland1
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Kontrol 90 uM MA
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Sekil 4.24. iki gruba ait biyolojik tekrar jellerine ve master jele ait goriintii

Jeller aras1 ortalama varyasyon katsayisi (CV) 28,01 olarak tespit edildi ve protein
dagilim paterninin jeller arasinda benzerlik gosterdigi goriildi (Sekil 4.25). Her bir jelde
ortalama 483 spot eslestirildi.

Corr coeff = 0.873672

Slope = 0828141, Intercept = 0.852877 Q s
Spat count = 452
| Morm units = Morm

—2.0-fold up
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Sekil 4.25. Jeller arasinda protein dagilimi
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Gruplar arasinda regiilasyon kati ikiden fazla olan spotlar belirlenerek jel igi triptik
kesim yontemi ile kesildi ve MALDI-TOF/TOF analizi ile tanimlandi. Sekil 4.26’da
pozisyonlar1 gdsterilen 24 spottan 13 tanesi yiiksek skor ile tanimlanabildi. Tanimlanan
proteinler, jel goriintiisii tizerinden molekiiler agiklarina ve izolektrik noktalarina bakilarak

teyit edildi. Skorlart diisiik olan spotlar degerlendirmeye alinmadi.

pH3 pH10

Sekil 4.26. Kesilen spotlar

Tanimlanan proteinler; erisim numaralari, MALDI skorlar1 ve regiilasyon paternleriyle
birlikte Tablo 4.4°de verilmistir. Sekil 4.27°da bu proteinlerin yakin ¢ekim goriintiilerine yer

verilmistir.
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Tablo 4.4. MALDI-TOF/TOF ile tanimlanan proteinler

Erisim
no.

Protein Tanimi

Protein
kiitlesi

Protein
skor1

Beklenen

Uyum

Teoretik
pl

Sekans
kapsama
(%)

Regii-
lasyon
MA/
kontrol

Q07021

Komplement
komponent  1Q
alt  komponent
baglayiciprotein,
mitokondriyal

31343

461

1.6e-042

13

4,74

40

P19623

Spermidin sentaz

33803

71

0.0015

11

5,3

18

Q13347

Okaryotik
translasyon
baglatici faktor 3
alt linite I

36479

275

6.4e-024

18

5,38

33

P00441

Stiperoksit
dismutaz  [Cu-
Zn]

15926

24

84

5,7

P16949

Statmin

17292

216

5.1e-018

21

5,76

64

P30101

Protein disulfit-
izomeraz A3

56747

141

1.6e-010

20

5,98

24

P60900

Proteazom
altlinite alpha
tip6

27382

207

4e-017

16

6,34

44

P10768

S-
formilglutatyon
hidrolaz

31442

137

4e-010

11

6,54

15

QBNUK1

Kalsiyum-
baglayict
mitokondriyal
tagiyict  protein
SCaMC-1

53320

80

0.00018

14

P04181

Ornitin
aminotransferaz
mitokondriyal

48504

80

0.00022

11

6,57

19

P00338

L-laktat
dehidrogenaz
A zinciri

36665

350

2,00e-31

22

8,44

34

P22695

Sitokrom b-c1
kompleks alt
iinite 2
mitokondriyal

48413

261

1,60e-22

10

8,74

15

P48735

Izositrat
dehidrogenaz
[NADP],
mitokondriyal

50877

273

1,00-23

25

8,88

32
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Kontrol 90 uM MA

[Komplement komponent
1Q alt komponent
baglayici protein

Okaryotik translasyon
baslatici faktor 3
alt unite |

Superoksit dismutaz

Proteazom alt
tinite alfa tip-6

Kalsiyum-baglayici
mitokondriyal tasiyici
protein SCaMC-1

Ornitin
aminotransferaz

Sitokrom b-c1
kompleks alt tinite 2

L-laktat
dehidrogenaz
A zinciri

izositrat
dehidrogenaz

Sekil 4.27. MALDI-TOF/TOF ile tanimlanan proteinlerin yakin ¢ekim goriintiileri
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MALDI-TOF/TOF ile tanimlanan proteinler, UniProt erisim numaralar1 kullanilarak
STRING (htpsistring-db.org) analizine tabi tutuldu (Sekil 4.28). Analiz parametreleri; orta
diizeyde giiven etkilesimi (interaction score of medium confidence) segilerek, 1. ve 2.
kabuklar i¢in se¢ilen maksimum etkilesim sayis1 5’ten fazla olmayacak sekilde belirlendi.
“Hatal1 kesif oran1” (False Discovery Rates, FDR) 10*ten kiiciik olan veriler dikkate
alindiginda, 6zellikle, proteazom (FDR:3,79e-12), protein deubikitinasyonu (FDR:3,85e-
07), proteoliz (FDR:7,38e-06) ve endopeptidaz aktivite (FDR:1,49e-05) ve ayrica apoptoz
ile iliskili yolaklarin 6n plana ¢iktig1 goriildii.

PSMD10

psmps A 4

Sekil 4.28. MALDI-TOF/TOF ile tanimlanan proteinlerin STRING analizi

MALDI-TOF/TOF ile tanimlanan proteinler, STRING’in yani sira, PANTHER
analizine tabi tutuldu. Regiilasyon oranlar1 degisen proteinlerin PANTHER analizi ile elde
edilen baz1 fonksiyonel siiflandirmalara ait bar grafikleri Sekil 4.29°da verilmistir. Analiz
sonuglari, regiilasyonu degisen proteinlerden bes tanesinin (P04181, P00441, Q13347,
P16949, Q07021) protein baglanmasi ve iyon baglanmasi gibi baglanma aktivitesine sahip,
8 tanesinin (P04181, P00338, P10768, P30101, P48735, P60900, P19623, P00441) hidrolaz,
izomeraz ve oksidorediiktaz gibi ¢esitli metabolik olaylarda katalitik aktiviteye sahip

oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.29. MALDI-TOF/TOF ile tanimlanan proteinlerin molekiiler fonksiyon ve protein
smifin1 gosteren PANTHER analizi

Protein siniflarinin belirlenmesi igin yapilan PANTHER analizi; saperon (P30101),
metabolit doniistiiriicii enzim (P04181 P00338, P48735, P19623, P00441), protein modifiye
edici enzim (P10768, P60900, P22695), translasyonel protein (Q13347) ve transporter
protein (Q6NUK) olmak iizere bes ¢esit protein tipini ortaya ¢ikarmistir.

4,.8.2.nLC-MS/MS ile Tanimlanan Proteinler

2DE ve MALDI-TOF/TOF ile proteinlerin tanimlanmasini takiben MA uygulamasinin
DMS114 hiicre proteomunda meydana getirdigi degisikliklerin daha detayli analiz
edilebilmesi i¢in bir diger kiitle spektrometresi olan nLC-MS/MS yontemi kullanildi.
Soliisyon igi triptik kesim ile kesilen proteinler, nLC-MS/MS ile analiz edildikten sonra

etiketsiz (Label-free) kantifikasyon yapilarak regiilasyonu degisen proteinler tespit edildi.

® ua @ N7

Sekil 4.30. nLC-MS/MS verilerinin PCA analizi

Ornek kiimelerini benzerliklerine gore ayiran Temel Bilesen Analizi “PCA” (Principal

Component Analysis), ilag verilen ve verilmeyen iki grup arasinda ciddi farklar oldugunu
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gostermistir (Sekil 4.30). Normalize edilmis 6rnek miktarinin iki grup arasinda dagilimini
logaritmik olarak gdsteren 6rnek miktar (sample abundances) grafigi, eksprese edilen protein

miktariin gruplar arasinda farklilik gosterdigini ortaya koymustur (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. Normalize edilmis 6rnek miktar grafigi

nLC-MS/MS analizi sonucunda kontrol grubunda 598 master protein tanimlanirken
ilag verilen grupta 438 protein tanimlanmistir (Ek 1). Venn semasi, tanimlanan proteinlerden
255 tanesinin sadece kontrol grubunda, 95 tanesinin ise sadece ilag verilen grupta ifade
edildigini gostermistir. Her iki grupta ortak olarak ifade edilen 343 protein oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.32). Tanimlanan proteinlerden ifadesi en ¢ok artan ve en ¢ok azalan

proteinlerin listesi tablo 4.5’te verilmistir.

Kontrol 90 uM MA

Sekil 4.32. nLC-MS/MS ile tanimlanan proteinlere ait Venn semast
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Tablo 4.5. nLC-MS/MS analizine gore regiilasyonu en ¢ok artan ve en ¢ok azalan proteinler

Regii-
Erisim no. | Protein Tanimi EZ;) sama ﬁesﬁilz Ilf;:e I;Iesaplanan :\&/IIS'Z;)H
kontrol

Q9Y5L4 | Mitokondriyal import i¢ | 15 1 10,5 8,18 1
membran translokaz alt
birim Tim13

P10606 Sitokrom c¢ oksidaz alt | 9 1 13,7 8,81 1
birim 5B, Mitokondriyal

P51991 Heterojen niikleer | 4 1 39,6 9,01 1
riboniikleoprotein A3

J3KR35 Coiled-coil bolge igeren | 14 1 20,5 8,47 1
12, izoform CRA a

P62314 Kiigiik niikleer | 11 1 13,3 11,56 !
riboniikleoprotein Sm D1

pP49327 Yag asidi sentazi 1 1 273,3 6,44 l

P51571 Translokon iliskili protein | 11 1 19 6,15 l
alt birim delta

P24752 Asetil-CoA 4 1 45,2 8,85 l
asetiltransferaz,
mitokondriyal

P62701 40S ribozomal protein S4, | 3 1 29,6 10,15 l
X izoformu

P17987 T kompleks protein 1 alt | 1 1 60,3 6,11 l
birim alfa

Q96G42 | Kelch domain-igeren | 5 1 63,3 9 l
protein 7B

MOROR2 | 40S ribozomal protein S5 | 4 1 25,3 9,76 l

P62316 Kiigiik niikleer | 8 1 13,5 9,91 !
riboniikleoprotein Sm D2

P62277 40S ribozomal protein | 9 1 17,2 10,54 l
S13

Q9NVM6 | DNAJ homolog alt ailesi | 7 1 34,7 8,53 l
Ciye 17

VIHW?77 | Epididim liimen proteini | 4 1 42.6 5,59 l
211

Q16864 V-tipi proton ATPaz alt | 20 1 13,4 5,52 l
birim F

Q92499 ATP  bagimh  RNA | 3 1 82,4 7,23 !
helikaz DDX1

MOQXB4 | Coatomer protein | 6 1 36,9 5,16 l
kompleksi, alt  birim
epsilon, izoform CRA _
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NLC-MS/MS analizi sonucu regiilasyonunda farklilik gézlemlenen proteinler igin
yapilan Heatmap analizi sekil 4.33’de verilmistir. Sol tarafta gosterilen dendogram iki kola
ayrilarak proteinlerin “regililasyonu artan” ve “regiilasyonu azalan” olarak iki smifa
ayrildigini  gostermektedir. Ust tarafta gosterilen dendogram, verileri &nce iki gruba
ayirmistir. Bunlar, kontrol ve ilag verilen gruplar temsil etmektedir. Bu kollarin her iki
grupta da tekrar ikiye ayrilmasi iicer tekrar halinde olan alt gruplardan ikisinin daha ¢ok

benzerlik gosterirken {igiinciisiiniin biraz sapma gosterdigini ifade etmektedir.
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Sekil 4.33. nLC-MS/MS ile tanimlanan proteinlerin Heatmap analizi

NLC-MS/MS ile tanimlanan proteinlerden regiilasyon orani en ¢ok artan ve en ¢ok
azalanlar, UniProt erisim numaralar1 kullanilarak STRING analizine tabi tutuldu. Analiz
parametreleri; orta diizeyde giiven etkilesimi (interaction score of medium confidence)
secilerek, 1. ve 2. kabuklar i¢in se¢ilen maksimum etkilesim sayis1 5’ten fazla olmayacak

sekilde belirlendi. “Hatali kesif oran1” (False Discovery Rates, FDR) 10*’ten kiigiik olan
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veriler dikkate alindiginda, ozellikle, mMRNA metabolik prosesleri (FDR: 2,63e-13),
splaysozom (FDR: 4,25e-12), mRNA islenmesi (splicing) (FDR: 2,02e-12) ve oksidatif
fosforilasyon (FDR: 3,47e-05) ile ilgili yolaklarin 6n plana ¢iktig1 goriildi (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. nLC-MS/MS ile tanimlanan proteinlerin STRING analizi

nLC-MS/MS ile tanimlanan proteinlerden regiilasyon oran1 degisenler PANTHER
analizine tabi tutularak farkli fonksiyonel siniflandirmalara gore degerlendirildiler. Analiz
sonuglari, regiilasyonu degisen proteinlerden yirmidort tanesinin protein baglanmasi ve iyon
baglanmasi gibi baglanma aktivitesine, yirmi tanesinin hidrolaz, izomeraz ve oksidorediiktaz
gibi ¢esitli metabolik olaylarda katalitik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Ayrica,
regiilasyonu degisen proteinlerin bir kisminin molekiiler regiilator, translasyon ve
transporter aktivitelerine sahip oldugu goriilmistiir. Protein simiflarinin belirlenmesi igin
yapilan PANTHER analizi sonucu; kromatin diizenleyici protein, translasyonel protein,
metabolit diizenleyici enzim saperon basta olmak iizere on iki ayr1 protein tipinin
reglilasyonunun degistigi goriilmiistiir (Sekil 4.35).

Iki ayr kiitle spektrometrisi yontemi olan MALDI-TOF/TOF ve nLC-MS/MS ile

tanimlanan proteinlerin farkli veri tabanlar1 kullanilarak yapilan biyoinformatik analizleri
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karsilastirildiginda iki yontem sonucunda da benzer veriler elde edildigi goriilmektedir.
nLC-MS/MS ile daha genis kapsamda protein tanimlanmis olmasi gruplar arasinda daha

detayli bir karsilagtirma yapilabilmesini saglamistir.

PANTHER GO-Slim Molecular Function PANTHER Protein Class
Total # Genes: B1 Total % Function hits: 60 Total # Genes: Bl Total # protein class hits: §9
2 20
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- g 10 . " " L
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[l Transporter aktivitesi
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[l Transporter
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Category Category

Sekil 4.35. NLC-MS/MS ile tanimlanan proteinlerin molekiiler fonksiyon ve protein sinifini
gosteren PANTHER analizi

4.9. MS/MS Verilerinin Western Blotlama ile Dogrulanmasi

MALDI-TOF/TOF ve nLC-MS/MS verilerinin dogrulanmasi i¢in tanimlanan
proteinlerden bazilar1 segilerek WB ile analiz edildi. MALDI-TOF/TOF igin Anti-IDH2
(izositrat dehidrogenaz 2) monoklonal antikoru, nLC-MS/MS ig¢in anti-GAPDH
(gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz) monoklonal antikoru kullanilarak iki gruba ait
proteinlerin seviyeleri karsilastirildi. Her iki antikor i¢in housekeeping protein olarak p-aktin
kullanilarak normalizasyon yapildi.

WB ile elde edilen bant intensiteleri ImageJ yazilimi kullanilarak densitometrik analiz
ile Olgiildii ve B-aktine gore normalize edildi. Analiz sonuglari her iki proteinin ekspresyon
diizeyinin ila¢ verilen grupta istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigini gostermistir
(P<0.01 ve P<0.001). Elde edilen sonug, MALDI-TOF/TOF ve nLC-MS/MS verilerini
dogrulamistir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36. Kontrol ve MA uygulanan hiicrelerde IDH2 ve GAPDH ifade diizeyi (*P<0.01,
**P<0.001).

Biyoinformatik analizler sonucu oksidatif fosforilasyon ile igili yolaklarda regiilasyon
oldugunun goriilmesi iizerine oksidatif fosforilasyonda gorevli bes proteinin karigimindan
olusan anti-OKSFOZ antikoru ile WB analizi yapildi. Kokteyl antikorun igerigine dair
bilgiler tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6. OKSFOZ antikor kokteyli igerigi

. . Molekiiler
Antikor/protein adi Agrlik (kDa)
Kompleks I altiinite (NDUFB8) 22
Kompleks II altiinite (SDHB) 28
Kompleks III altiinite Kor 2 48
(UQCRC2)

Kompleks IV altiinite 11 (CoxII) 26
ATP sentaz altiinite alfa (ATP5A) 53

Image] yazilimi ile bant intensiteleri normalize edilerek karsilagtirildiginda oksidatif
fosforilasyonda goérevli proteinlerin, istatistiksel olarak anlamli bir bi¢imde ilag verilen
grupta daha yiiksek diizeyde eksprese edildigi goriildi. Ayrica, MALDI-TOF/TOF analiz
sonuglarina bakildiginda antikor kokteyli ig¢erisinde de bulunan UQCRC2’nin ifadesinde
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artis oldugu goriilmektedir. WB sonucunda da bu proteinin seviyesinde artis goriilmesi

MALDI-TOF/TOF analizlerimizi bir kez daha dogrular niteliktedir.
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Sekil 4.37. Kontrol ve MA uygulanan hiicrelerde OKSFOZ proteinlerinin ifade diizeyi
(*P<0.05, **P<0.01)
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5. TARTISMA

5.1. Meklofenamik Asit ve Topotekanin Tek ve Kombinasyon Tedavisinin
DMS114 Hiicre Progresyonu Uzerine Etkileri

En oluimciil akciger kanseri alt tipi olan KHAK, yiiksek metastatik potansiyeli
nedeniyle ¢cogu durumda cerrahiye uygun olmayan oldukga proliferatif bir kanser tiirtidiir.
KHAK hiicreleri genis c¢apta molekiiler degisikliklerle karakterizedir. Mevcut analiz
teknikleri ancak belirli bir tiimor Ornegindeki en sik goriilen mutasyonlar1 tespit
edebilmektedir. Intra- ve intertiimoral heterojenite, neoplazmalarin cesitli mikro ortamlara
ve tedavilere uyum saglayarak diren¢ kazanmasini saglamaktadir (Denninghoff ve ark.,
2021). Bu heterojen kanserin farkli yaklagimlarla daha detaylica incelenmesi, hedef
aliabilecek yolaklarin ve mutasyonlarin kesfinin 6niinii agarak bireysellestirilmis tedavide
yeni umutlar saglayacaktir.

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapdtik ilaglarin farmakokinetik kisitlamalar1 ve
istenmeyen yan etkileri nedeniyle daha farkli anti-kanser ajanlarin gelistirilmesi her zaman
dikkat cekici olmustur. Steroidler, nonsteroid anti-enflamatuar ilaglar, flavonoidler, dogal
polifenoller gibi tibbi ajanlar kemoterapdtik ilaglarla birlikte kullanildiginda kanser
hiicrelerinde toksisiteyi arttirarak tedaviye destek saglayabilirler (Mokhtari ve ark., 2017;
Saputra ve ark., 2018). Cesitli calismalar, hem tek bir ajan olarak hem de kemoterapi ile
kombinasyon halinde KHAK'da molekiiler olarak hedeflenen tedavilerin roliinii
incelemistir. Ne yazik ki, bu g¢alismalarin c¢ogu, molekiiler olarak secilmis hasta
popiilasyonlarinda gergeklestirilmediginden, tam bir basariya ulasamamistir. Test edilen
hedefe yonelik tedaviler arasinda anti-anjiyogenez ilaglar, apoptozu ve hiicre sinyal
yolaklarini hedefleyen maddeler yer almaktadir (Langer ve ark., 2014; Pujol ve ark., 2015;
Belani ve ark., 2016 )

En ¢ok goriilen RNA modifikasyonu olan m6A modifikasyonlarinin, son yillarda,
kanser gelisiminde dnemli role sahip oldugu gosterilmistir. m6A modifikasyonlarinda yer
alan ve demetilaz aktivitesine sahip FTO’nun; glioblastoma, AML ve skuamoz hiicreli
akciger kanseri gibi gesitli kanser tiirlerinde anormal miktarda m6A modifikasyonlarina
neden olarak tiimor gelisimine katkida bulundugu rapor edilmistir (Liu ve ark., 2018).
KHAK’da ise m6A modifikasyonlariyla ilgili herhangi bir ¢calisma olmadig1 goriilmiistiir.
FTO’yu secici olarak inhibe etme 6zelligine sahip MA, m6A modifikasyonlariyla ilgili
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yapilan bazi calismalarda kullanilmaktadir. Bir NSAII olan MA ile FTO inhibisyonundan
bagimsiz olarak yapilan kanser c¢alismalart da bu ilacin anti-kanser etkisi oldugunu
gostermistir. Ayrica, MA’ nin cisplatin ve simvastatin gibi baz1 diger ilaclar ile kombine
kullaniminin farkli kanser tiirlerinde etkisi arastirilmis ve kombinasyon tedavisinin daha
yiiksek toksisiteye neden oldugu gosterilmistir (Sekine ve ark., 2018; Wen ve ark., 2020).
MA’nin; gerek FTO’yu baskilama yoluyla, gerekse bu mekanizmadan bagimsiz olarak
cesitli kanser tiirlerinde anti-kanser etkisi oldugunun belirtilmesi, mevcut ¢alismamiz ig¢in
bu ilaci segmemize neden olmustur. MA’nin tek basma ve bir kemoterapi ilact olan
topotekan ile birlikte kullanilmasinin KHAK hiicre hattt olan DMS114 hiicrelerinin
canlilifina, apoptozuna, hiicre dongiisiine ve invazyonuna olan etkileri farkli teknikler
kullanilarak arastirilmistir.

TMT yontemi ile yapilan canlilik analizleri, MA ve TPT’nin artan
konsantrasyonlarinin doza ve zamana bagli olarak DMS114 hiicrelerinde artan toksisiteye
neden oldugunu gostermistir. Kullanilan konsantrasyonlarin, saglikli akciger hiicre hatti olan
MRCS hiicrelerine ise toksik etkisi olmadigi goriilmiistiir. Bu veri, her iki ilacin belirlenen
konsantrasyonlarinin in vitro ¢alismalarda giivenle kullanilabilecegini gostermektedir. Her
iki ilacin canlilik analizleri sonucu elde edilen veriler dogrultusunda kombinasyon
caligmalarinda kullanilacak konsantrasyonlar belirlenmistir. Compusyn yazilimi ile elde
edilen CI degerlerine gore 24 saat siireyle 60 uM MA + 5 nM TPT, 48 saat siireyle 60 uM
MA + 5 nM TPT ve 60 uM MA + 10 nM TPT kombinasyonlarinin sinerjetik etkiye sahip
oldugu goriilmiistiir. DRI degerleri de goz 6niinde bulunduruldugunda 48 saat kombinasyon
tedavisinin daha etkin oldugu goriilmiistir. Ayrica, TMT analizi ile kombinasyon
uygulamalarinin da saglikli hiicrelere toksik olmadigi gosterilmistir.

[laglarin tek tek ve kombinasyon uygulamalarmin hiicre apoptozuna etkisi Annexin V
analizi ve AO/PI boyama teknikleri ile arastirilmistir. Sinerjetik etki goriilen gruplar
arasindan 60 uM MA + 10 nM TPT kombinasyonunun apoptotik hiicre dlimiini diger
gruplara kiyasla daha fazla artirdig1 goriilmiistiir. AO/PI boyamasi her iki ilacin; niikleer
parcalanma, apoptotik vezikiiller ve hiicre biizligmesi gibi apoptozla iliskili tipik morfolojik
degisikliklere neden oldugunu gostermistir. Kombinasyoon tedavisi uygulanan gruplarda,
Ozellikle; hiicre biizlismesi, vakuoler sitoplazma ve niikleer parcalanmanin daha fazla oldugu
ve genel morfolojinin ve sitoplazma-gekirdek oraninin daha ¢ok bozulmus oldugu
goriilmiistiir. Yapilan hiicre apoptoz deneyleri, kombinasyon ila¢ uygulamasinin tek bagina
ilag uygulamaya gore apoptotik hiicre Olimiinii daha c¢ok tetikledigi sonucunu ortaya

cikarmustir.
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MA’nin tek basma ve TPT ile kombinasyonunun hiicre dongiisiine etkisi analiz
edildiginde hiicrelerin biiyilk ¢ogunlugunun GO0/G1l fazinda yogunlastigir goriilmiistiir.
Ancak, bu yogunlagsmanin kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede farkli olmadigi
gozlemlenmistir. Bu durum, kullanilan ilaglarin hiicre dongiisiine ¢cok fazla etki etmeden
baska bir mekanizma yoluyla hiicreleri apoptoza gotiirdiigiinii ima ediyor olabilir. Hiicre
dongiisii kontroliinde 6nemli role sahip olan p53, p73 ve RB’nin KHAK’da ¢ogunlukla
mutasyona ugradigi bildirilmistir (George ve ark., 2015). Kullandigimiz hiicre hatt1 olan
DMS114 ile ilgili veriler kontrol edildiginde bu hiicre hattinda p53’iin mutant oldugu
goriilmiistiir. Bu durum apoptotik hiice Oliimlerinin bagka bir mekanizma {izerinden
olabilecegi hipotezini kuvvetlendirmistir. “5.2. Meklofenamik asitin DMS114 hiicre
proteomu tizerine etkilerinin degerlendirilmesi” kisminda detaylica anlatildigi iizere MA
uygulamasi neticesinde hiicrelerin apoptozdan kagmaya ve yeni ortama uyum saglamaya
calistigina dair bulgular elde edilmistir. KHAK’da heterojenitenin, hiicrelerin tedavilere
uyum saglayarak diren¢ kazanmasini sagladigindan ise bu boliimiin basinda bahsedilmisti.
Bu bilgiler goz oOniinde bulunduruldugunda, hayatta kalarak g¢ogalmaya devam eden
hiicrelerin olmasi, bu hiicrelerin popiilasyonda baskin hale gelerek G0/G1 fazinda
yogunlasmanin kontrole kiyasla ¢ok farkli goziikkmemesine neden olmus olabilir. Bu
varsayim, KHAK’da tedaviye direncin kiiciik bir gostergesi olarak dikkatleri iizerine
¢ekmektedir.

MA’nin tek basina ve TPT ile birlikte kullaniminin DMS114 hiicre invazyonuna etkisi
Matrigel invazyon Odacik Sistemi kullanilarak belirlenmistir. Yapilan istatistiksel analizler
MA’nin kanser hiicre invazyonuna 6nemli bir etkisi olmadigin1 gostermistir. TPT ise tek
basina ve MA ile birlikte uygulandiginda invazyonu anlamli derecede azaltmistir. KHAK da
metastaz ve invazyon kapasitesinin ne kadar yiiksek oldugu ve tedavinin ise ne kadar
basarisiz kaldigi g6z oOniinde bulunduruldugunda (Tjong ve ark., 2020) invazyon
kapasitesinde neden anlamli bir azalma olmadig1 anlasilir hale gelmektedir. Genetik olarak
tasarlanmis yeni fare modelleri ve hasta kanindan toplanan “dolasan tiimor hiicreleri”
(circulating tumor cells) gibi yontemlerden faydalanilarak yapilacak ileri ¢aligmalarla bu
mekanizmalarin aydinlatilmas1 KHAK tedavisinde olas1 yeni hedeflerin bulunmasina katki
saglayacaktir.

MA ve TPT kombinasyonu ile ilgili yapilan in vitro fonksiyonel analizler, iki ilacin
birlikte kullaniminin sinerjetik etki olusturarak toksisiteyi artirdigini gostermis ve ileri
caligmalarla desteklendikten sonra olasi bir tedavi yontemi olarak degerlendirilebilecegini

gostermistir.
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5.2. Meklofenamik Asitin DMS114 Hiicre Proteomu Uzerine Etkilerinin

Degerlendirilmesi

Calismamiz kapsaminda, MA uygulanan DMS114 hiicrelerinde proteomik analiz
tekniklerinden faydalanarak ifadeleri farkli sekilde diizenlenen proteinler tanimlanmis ve
biyoinformatik araclar kullanilarak bu proteinlerin KHAK mekanizmasinda sahip
olabilecegi etkiler aragtirilmistir.

Proteomik caligmalarina baslamadan 6nce, MA ’nin hiicre canliligini 24, 48 ve 72 saat
sonunda, %50 civarma disilirdiigii konsantrasyonlar1 kullanilarak DMS114 hiicrelerinin
mo6A miktarindaki degisiklikler belirlenmistir. MA’ nin demetilaz olan FTO’yu inhibe ettigi
bilindiginden ila¢ uygulamasinin m6A seviyesinde artisa neden olmasi beklenmekteydi. En
cok artisin 24 saat boyunca 90 uM MA uygulamasi sonucunda oldugu goriilmiis ve bunun
lizerine proteomik caligmalarda bu inkiibasyon siiresi ve konsantrasyonun kullanilmasina
karar verilmigtir. Caligmalar iki ayr1 kiitle spektometri teknigi kullanilarak
gerceklestirilmigtir: MALDI-TOF/TOF ve LC-MS/MS. MALDI-TOF/TOF analizi igin
proteinler 2DE yontemi ile izolektrik noktalarina ve molekiiler agirliklarina gore
ayristirildiktan sonra regiilasyonu degisen protein spotlar1 belirlenmis ve jel i¢i triptik kesim
ile kesilen proteinler tanimlanmistir. LC-MS/MS analizi i¢in ise proteinler soliisyon igi
triptik kesime tabi tutularak peptitlerine ayrildiktan sonra bu sistem kullanilarak
tanimlanmiglardir. Her iki yontem ile tanimlanan proteinlerden ifade diizeyleri anlamli
sekilde degisenler biyoinformatik analiz veritabanlar1 kullanilarak analiz edilmislerdir.

Regiilasyonu degisen proteinlerin PANTHER analizi bu proteinlerin biiyiik kisminin;
protein/iyon baglanmasi gibi baglanma aktivitesine ve hidrolaz, izomeraz ve oksidorediiktaz
gibi ¢esitli metabolik olaylarda katalitik aktiviteye sahip oldugunu gdstermistir. Ayrica,
regiilasyonu degisen proteinlerin bir kisminin ise molekiiler regiilator, translasyon ve
transporter aktivitelerine sahip oldugu goriilmiistiir. Protein siniflarinin belirlenmesi i¢in
yapilan PANTHER analizi sonucu; kromatin diizenleyici protein, translasyonel protein,
metabolit diizenleyici enzim saperon basta olmak {izere oniki ayr1 protein tipinin
reglilasyonunun degistigi goriilmiistiir. Bu tiir bir protein ¢esitliligi, MA uygulamasinin
hiicreleri bir biitiin olarak etkiledigini ima etmektedir. Ayrica bu cesitlilik, KHAK’ da
tedaviye direncin ¢ok fazla olmasmnin koordineli hiicresel olaylarin neticesinde meydana
geldigini de gosteriyor olabilir.

STRING analizi sonucu farkli yolaklar ile ilgili regiilasyonlar oldugu goriilmiistiir.

Enerji metabolizmasi, RNA ugbirlestirme ve islenmesi, protein diizenlenmesi ve yikim ile
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ilgili diizenlemelerin hem MALDI-TOF/TOF, hem de LC-MS/MS verilerinin analizi
sonucu en ¢ok One ¢ikan regiilasyonlar oldugu goriilmiis ve asagida her biri tek tek detaylica
ele alinmustir.

Enerji metabolizmasu ile ilgili regiilasyonlar:

Proteomik verilerin STRING analizi sonucu glikoliz, TCA dongiisii ve oksidatif
fosforilasyonun (OKSFOS) regiilasyonu ile iligkili bulgular oldugu goriilmiistiir. Glikolitik
yolaklarda rol alan aldolaz A (ALDOA), gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH),
enolaz 1 (ENO1), piriivat kinaz izoenzim M2 (PKM2) ve laktat dehidrogenaz A (LDHA)
ifadelerindeki azalma glikoliz ile ilgili bir diizenlemeye isaret etmektedir. Bu proteinlerin
cesitli kanser tiirlerinde timor olusumu, hiicre proliferasyonu, migrasyonu ya da apoptozu
tizerinde etkileri olduguna dair ¢alismalar mevcuttur.

Glikolitik yolakta anahtar bir enzim olan ALDOA, fruktoz-1, 6-bifosfatin (FBP)
gliseraldehit-3 fosfata (G3P) ve dihidroksiaseton fosfata (DHAP) tersine g¢evrilebilir
doniistimiinii katalize etmektedir. ALDOA’nin KHDAK, pankreas kanseri ve gastrik
kanserde yliksek derecede ifade edildigi ve bir onkogen roliine sahip olabilecegi
bildirilmistir (Ji ve ark., 2016; Zhang ve ark., 2018). ALDOA 'nin hepatoseliiler karsinomada
(HSK), transkripsiyon sonrasi diizenleme yoluyla, FTO aracili m6A modifikasyonu ile
indiiklendiginin belirtildigi bir ¢alismada, mo6a metilasyon mekanizmasinda rol alan
METTL3, METTL14, FTO ve ALKBHS5 genleri susturulmustur. FTO susturulmasinin
ALDOA’nin ifadesini 6énemli derecede azalttifi ve m6A modifikasyonunun FTO aracili
oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar bu c¢alismada, HSK’da ALDOA susturulmasinin
hipoksi altinda hiicre biiyiimesini inhibe ettigi ve timdr bilylimesinin gecikmesine ve in vivo
ve in vitro olarak migrasyonun baskilanmasina yol agtigin1 gostermistir (Niu ve ark., 2021).
Bu verilerden yola ¢ikarak, calismamizda, MA’nin FTO inhibisyonu yaparak ALDOA
ifadesinde azalmaya neden oldugu ve boylelikle hiicre biiyiimesinde yavaglamaya neden
oldugu varsayilabilir.

GAPDH, NAD+ 'min NADH'ye indirgenmesiyle gliseraldehit-3-fosfati 1,3
bifosfogliserata dontistiirerek glikolitik yoldaki redoks reaksiyonunu katalize eden anahtar
bir enzimdir. Bir house-keeping protein olarak kabul edilen GAPDH, yaygin olarak western
blotlama ve RT-PCR analizlerinde referans protein olarak kullanilmaktadir. Ancak, son
yillarda yapilan calismalar, GAPDH'in enzimatik olmayan rollerle ¢esitli fonksiyonlara
sahip olabilecegi ve hiicresel dagilimmin sitoplazma, hiicre zar1 ve niikleusta farklilik
gosterebilecegini diisiindiirmektedir (Liu ve ark., 2017). Bu proteinin yiiksek oranda

ifadesinin adenokarsinoma, kolon kanseri ve kolorektal kanserde, kanser progresyonu ile
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iligkili oldugu distiniilmektedir (Epner ve ark., 1993; Tang ve ark., 2012; Tarrado-
Castellarnau ve ark., 2017). Kolon kanserinde GAPDH'nin susturulmasi hiicrelerin EMT
(epitel mezenkimal tranzisyonu) fenotipini 6nemli 6l¢iide ortadan kaldirmus, in vitro hiicre
gOclinii ve invazyonunu, in Vivo timor metastazini inhibe etmistir. Arastirmacilar,
GAPDH'nin, en azindan kolon kanserinde, metastaz1 tetiklemede Onemli bir rol
oynayabilecegini savunmuslardir (Liu ve ark., 2017). Bu veriler, MA uygulamasi sonucu
DMS114 invazyon kapasitesindeki azalmada GAPDH seviyesindeki diisiisiin roli
olabilecegini diisiindiirmektedir.

ENO, glikolitik yolakta 2-fosfo-D-gliseratin fosfoenolpiruvata dehidrasyonunu
katalize eden bir metaloenzimdir. ENO izoformlarindan biri olan ve memelilerde neredeyse
her tiir dokuda ifade edilen ENOI, fizyolojik ve patolojik siireclerde ¢ok ¢esitli rollere
sahiptir. ENO1’in retionoblastoma, HSK ve pankreas kanseri gibi ¢esitli kanser tiirlerinde
yikksek diizeyde ifade edildigi ve kotii prognoz ve diisiik sagkalim siiresi ile
iligskilendirilebilecegi bildirilmistir. ENO1’in akciger kanser hastalarindan alinan doku
orneklerinde de yiiksek diizeyde ifade edildigi ve kanser hiicrelerinin proliferasyonunda ve
hayatta kalmasinda rolii oldugu belirtilmistir. Yapilan mekanik analizler, ENO1’in G1 hiicre
fazina gecisi hizlandirarak ve siklin-bagimli kinaz 6’in (CDK6) ifadesini artirarak
proliferasyonu tetikledigini gostermistir. MAPK kaskadindaki p38’i ve AKT kaskadindaki
p-AKT’yi yiiksek diizeyde ifade ederek ise hayatta kalimi artirdigi bildirilmistir (Chen ve
ark., 2020). Bu bilgiler, MA uygulamasinin ENO1 diizeyinde azalmaya neden olarak
proliferasyonun yavaslamasi ve hiicre 6liimleriyle iliskisi olabilecegini ima etmektedir.

Hiz-sinirlayicr  glikolitik enzim olarak kabul edilen piriivat kinaz (PKM),
fosfoenolpiruvatin pirlivata doniisimiinii  katalize etmektedir. PKM, fakli biyolojik
fonksiyonlar ve sonuglar sergileyen gesitli izoformlarda bulunur. PKM2, anahtar sinyal
yollarinin diizenlenmesi yoluyla hiicre biiylimesini ve hayatta kalmayr kontrol eder.
PKM2’nin metabolik diizenleyici roliiniin yan1 sira protein tirozin kinaz gorevi gorerek ve
metabolik yeniden programlama yoluyla timér olusumuna ve biiyiimesine katkida
bulundugu ¢esitli ¢aligmalar ile gosterilmistir. Cok sayida protein, PKM2 igin bir substrat
olarak tanimlanmistir ve bunlarin ¢ogu, kanser hiicresi biiyiimesinin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. PKM2’nin kanser hiicrelerinin apoptotik Oliimiinde rol oynadigina dair
calismalar bu proteinin yiliksek miktarda ifadesinin apoptozu azalttigin1 gostermistir. Bu
caligmalarda, PKM?2 susturuldugunda apoptozun indiiklendigi belirtilmistir (Zahra ve ark.,
2020). Li ve ark. HSK’da m6A demetilaz FTO’nun, PKM2 demetilasyonuna aracilik ederek

tiimor olusumunu destekledigini 6ne siirmiislerdir. Calismada, HSK’da yiiksek diizeyde
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ifade edilen FTO’nun, PKM2 demetilasyonunu artirarak mRNA ve protein seviyesinde
artisa neden oldugunu bildirmislerdir. Calisma sonucunda, HSK hastalarinda artmig FTO
seviyesinin PKM?2 seviyesinin artmasina neden olarak tiimoriigenezi hizlandirdigi
bildirilmistir (Li ve ark., 2019). Calismamizda, Annexin V analizi ve AO/PI boyamasi ile
MA’nin hiicrelerde apoptotik 6liim meydana getirdigi tespit edilmisti. MA’nin bir FTO
inhibitorii oldugu diisiiniildiigiinde, PKM2 protein diizeyinin m6A metilasyonunun artmasi
sonucu azaldig1 ve bu azalmanin apoptozu tetikleyen faktorlerden biri oldugu varsayimi
c¢ikarilabilir.

Glikoliz siirecindeki kritik enzimlerden biri olan LDHA, NADH yardimiyla piruvatin
laktata doniistiirilmesinden sorumludur. Hipoksik kosullar altinda esas olarak iskelet kast,
karaciger ve lenfatik dokuda ifade edilir ve normoksi ortaminda ¢ok az ekspresyonu vardir.
LDHA’nin, hipoksik ortam ve mitokondriyal gen mutasyonunun bir sonucu olarak cesitli
kanser hiicrelerinde yiiksek oranda ifade edildigi gosterilmistir (Wang ve ark., 2012; Di ve
ark., 2018). Artmis LDHA, kanser hiicresinin ¢ogalmasi i¢in ATP tiretimini hizlandirmakla
kalmaz, ayn1 zamanda glikolizin devami i¢in NAD™'yi de yeniden olusturur. Artmis LDHA
ifadesi, hiicre dig1 matriks degradasyonu ve anjiyogenez i¢in énemli olan laktat iiretiminin
artmasina neden olarak kanser metastazina katkida bulunmaktadir (Wang ve ark., 2012).
Hou’nun 2019’daki c¢alismasinda, oral skuamoz hiicreli karsinomda, FTO’nun LDHA
ifadesinde artisa neden oldugu ve bdylelikle glikoliz ve invazyonu destekledigini
bildirilmesi (Hou, 2019) calismamizda LDHA seviyesinin, MA ile FTO baskilanmasi
sonucu azalmis oldugunu destekler nitelikte goziikmektedir. LDHA’nin, ayrica, meme
kanseri ve glioma gibi baz1 kanser tiirlerinde apoptoz ile de iliskili oldugu belirtilmistir.
Meme kanserinde LDHA susturulmasinin mitokondiyal apoptotik hiicre 6liim yolagim
indiikledigi bildirilmistir (Wang ve ark., 2012). Glioma hiicrelerinde ise LDHA
susturulmasinin, azalmis siklin D1 ve artmig PARP kesimine neden olarak apoptozu
destekledigi gosterilmistir (Di ve ark., 2018). Bu veriler 1s1ginda, ¢alismamizda, MA’nin
FTO’yu baskilayarak LDHA diizeyinde azalmaya neden oldugu ve bdylelikla apoptotik
hiicre 6liimlerinde ve invazyon kapasitesindeki azalista pay1 olabilecegi diisiiniilebilir.

Glikolitik yolaktaki regiilasyonu degisen proteinleri (Sekil 5.1) bir biitiin olarak ele
aldigimizda, literatiirdeki verilerden yola ¢ikarak, bazi proteinlerin (ALDOA, PKM2,
LDHA) ifadesindeki azalmanin MA uygulamasina bagli olarak m6A metilasyonlarindaki
regiilasyonlarla ilgili olabilecegi goriilmektedir. GAPDH ve ENO1’da m6A metilasyonu ile
ilgili literatiir verisi bulunmamasina karsin bu proteinlerin kanserdeki rolii ile ilgili pek ¢ok

yayin oldugu goriilmiistiir. Sonug¢ olarak, m6A metilasyon mekanizmasina bagli ya da bu
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mekanizmadan bagimsiz olarak da olsa bahsi gecen proteinlerin diizeyinde azalma olmasi
MA uygulamasi sonucu glikolizin azalmis olabilecegine isaret etmektedir. Bu proteinlerin
kanser hiicrelerinde proliferasyon, migrasyon, invazyon ve apoptozla ilgili diizenlemelerde
rolleri oldugunun belirtilmesi de deney sonucglarimizda goriilen apoptotik hiicre 6liimlerini

ve invazyon kapasitesindeki azalmay1 dolayli da olsa agiklar niteliktedir.

Glikoz
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F6P OKSFOS
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l GAPDH Asetil Coa
1,3BPG Okzalo-
PGK1 asetat

TCA
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|z Niqosay |

3PG OAT
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Malat Suksinat Glutamat
2PG

ENO1 Glutaminoliz

PEP mitokondri Glutamin
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l LDHA 4
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Sekil 5.1.Enerji metabolizmasi Kirmizi ve yesil renkler, sirasiyla, aktivitesi azalan ve artan
proteinleri/prosesleri gostermektedir. (HK: Hekzokinaz, GPI: Fosfoglukozomeraz, PFK:
Fosfofruktokinaz, ALDOA: Aldolaz A, GAPDH: Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz,
PGK1: Fosfogliserit kinazl, PGM: Fosfogliserat mutaz, ENO1: Enolazl, PKM2: Piruvat
kinaz2, LDHA: Laktat Dehidrogenaz A, OAT: Ornitin aminotransferaz)

Kanser hiicrelerinin, benzersiz biyolojileri i¢in metabolik ihtiyaclarla nasil basa
ciktigin1 anlamak, uzun yillardir kanser arastirmalarimin odak noktasi olmustur. Bu
arastirmalarin doniim noktas1 Otto Warburg’un ¢alismasi olarak kabul edilmektedir. Kanser
hiicrelerinin oksijen seviyesinin iyi oldugu ortamda bile daha fazla glikoz tiikettigi ve yliksek
miktarda laktat irettigi bildirilmis ve bu durum, aerobik glikoliz ya da Warburg etkisi olarak
isimlendirilmistir (Warburg, Wind ve Negelein, 1927; Warburg, 1956). Normal farklilagsmis
hiicreler, glikozun mitokondriyal oksidatif fosforilasyonuyla ATP iiretimini maksimize
ederken, kanser hiicreleri aerobik glikoliz yoluyla glikozdan ¢ok daha az ATP iiretir.
Aerobik glikolizdeki artis ile glikolitik ara tiriinlerin hiicresel yap1 bloklarinin (niikletotit,

amino asit, lipit) biyosentezi i¢in kullanilmasini saglanirken ayni zamanda ATP firetilmis
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olur. Bir diger deyisle aerobik glikoliz/ Warburg etkisi ile kanser hiicrelerinin enerji talebi
karsilanirken, proliferasyonun ve biiyiimenin hizlanmasi i¢in artan makromolekiil ihtiyaci
karsilanmis olur. Sonug olarak kanser hiicrelerinde glikoz alim1 ve laktat {iretimi artmis olur
(Vander Heiden, Cantley ve Thompson, 2009).

Glikolizin kanser hiicrelerinde bdylesi bir 6neme sahip oldugunun bilinmesi, glikoliz
baskilanmasinin kanser tedavisinde hedef olarak kullanilabilecegi diisiincesini beraberinde
getirmistir. Bircok preklinik ve klinik calismada glikolitik enzim inhibitorleri tek basina
veya kemoterapi ilaglari ile kombine olarak test edilmis ve edilmeye devam etmektedir.
Glikolizin farkli ajanlar kullanilarak baskilandigi ¢esitli ¢calismalarda, baskilamanin tiimér
progresyonunu yavaslattigi ve apoptozu indiikledigi belirtilmistir. Bu ajanlarin kombine
kullaniminin ise kemoterapi etkinligini artirdig: bildirilmistir (Samec ve ark., 2020). Ancak,
ne yazik ki, son zamanlarda yapilan baz1 calismalarda glikoliz baskilanmasinin her kanser
tirtinde ayni etkiyi gostermeyebilecegi, baskilanma sonucu metabolizmanin mitokondriyal
solunuma/enerji iretimine dogru yeniden programlanabilecegi bildirilmistir. Kanser
hiicrelerinin, degisen cevre kosullarinda hayatta kalabilmek i¢in gereken enerji ve metabolit
iiretimini mitokondriyal fonksiyonlarin regiilasyonunu artirarak karsilayabilecekleri bazi
aragtirmacilar tarafindan gosterilmistir (Pusapati ve ark., 2016; Boudreau ve ark., 2016; de
Padua ve ark., 2017; Shiratori ve ark., 2019).

Yakin zamanda arastirmacilar, heterojen popiilasyona sahip tiimdrlerde, glikolitik ve
oksidatif timor hiicrelerinin arasinda metabolik bir simbiyoz oldugunu ve karsilikli olarak
enerji metabolizmalarin1 diizenlediklerini bildirmislerdir. Hipoksik kanser hiicrelerinin
glikolitik metabolizma icin glikoz kullandig1 ve oksijenli ortamdaki kanser hiicreleri
tarafindan kullanilan laktati olusturdugu one siirilmistiir (Faubert ve ark., 2017). Bu
calisma, Warburg etkisine meydan okur niteliktedir, ¢iinkii Warburg, fermantasyonun
mitokondrinin geri doniisii olmayan hasar1 neticesinde kanserin temel bir nedeni oldugunu
iddia etmistir. Bununla birlikte, son c¢alismalar, kanser hiicresindeki mitokondrilerin,
oksidatif fosforilasyon yaparak aktif fonksiyona sahip oldugunu ortaya koymustur
(Weinberg ve Chandel, 2015; Vyas, Zaganjor ve Haigis, 2016; Kim, 2018). Bu durum,
glikolizin baskilanmasi neticesinde mitokondriyal regiilasyonlarin nasil degisebildigini ve
OKSFOS’un nasil artabildigini aciklamaktadir. Yani, Warburg’un hipotezinin aksine kanser
hiicrelerinde mitokondriyal fonksiyonlar aktivitesini korumaya devam edebildigi ve ihtiyag
durumunda bu aktiviteleri artirabildigi diistiniilmektedir. Bu hipotez, mevcut ¢alismamizin

sonuglarini aydinlatmakta bize yardimci olmaktadir. Zira biyoinformatik analizler, MA
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uygulanmas1 sonucunda OKSFOS yolaklar1 ile de ilgili regiilasyonlar olduguna isaret
etmistir.

STRING analizimiz sonucunda OKSFOS yolaklari/mitokondriyal aktivite ile ilgili
regililasyonlarda One ¢ikan proteinlerin Sitokrom b-c1 kompleks alt birim 2 (UQCRC2) ve
sitokrom ¢ oksidaz alt birim 5B (COX5) oldugu gériilmiistiir. Her iki proteinin de, ifadesi
artan proteinlerden oldugu bulgular kisminda gosterilmistir. Ayrica, mitokondriyal importta
gorevli olan mitokondriyal import i¢ membran translokaz alt birimi Tim13 (TIMM13)
diizeyindeki artis, belirtilen diizenlemeler i¢in mitokondriye gerekli proteinlerin tasindigini
isaret ediyor olabilir. Mitokondriyal zarlar arasi saperon gorevi goren TIMM13, bazi ¢ok-
gecisli transmembran proteinlerin mitokondriyal i¢ zara aktarilmasi ve eklenmesinde dnemli
role sahiptir (Roesch ve ark., 2004). Tiim bulgular bir biitiin olarak degerlendirildiginde,
biyoinformatik analiz sonuglari, bahsedilen regiilasyonlar ile mitokondriyal aktivitenin
arttigina isaret etmektedir. Bu veriler, MA uygulamasi sonucu DMS114 hiicrelerinin
metabolik yeniden programlamaya gittigi hipotezini diisiindiirmiistiir.

Mitokondrilerdeki OKSFOS mekanizmasi, bes farkli enzim kompleksinden olusur:
Kompleks I (NADH: ubikinon oksidorediiktaz), kompleks II (siiksinat dehidrojenaz),
kompleks 11 (sitokrom b-c1 kompleksi), kompleks IV (sitokrom c oksidaz, COX) ve
kompleks V (ATP sentaz). UQCRC2, kompleks III'{in alt birimlerinden biridir ve kritik role
sahiptir. UQCRC2'nin bir onkojen veya bir tiimor baskilayict gen olarak birgok tiimorde yer
aldigin gosteren ¢alismalar mevcuttur. Anormal UQCRC?2 ekspresyonu, kolorektal kanser
(Shang ve ark., 2018), meme kanseri (Putignani ve ark., 2012) ve testis kanseri (Panner,
Agarwal ve Pushparaj, 2019) gibi g¢esitli kanserlerin invazyonu ve metastazi ile
iliskilendirilmistir. Enzim komplexleri arasinda, dérdiincii kompleksi olusturan sitokrom c
oksidazin (COX) ana diizenleyici protein oldugu bilinmektedir. Son zamanlarda COX'taki
alt birimlerin kusurlar1 veya anormal ifadeleri, kolorektal kanser, glioma, meme ve hepatom
dahil olmak tizere ¢esitli kanser tiirlerinde klinik prognoz ile iliskilendirilmistir (Chu ve ark.,
2020). UQCRC2 ve COX5B’nin, bir m6A yazict protein olan Mettl3’{in baskilanmasi
sonucu ifadesi azalan proteinlerden oldugu bildirilmistir (Yue ve ark., 2018). Bu bulgu,
UQCRC2 ve COX5B protein aktivitelerinin diizenlenmesinde m6a modifikasyonlarinin rolii
olduguna isaret etmektedir. Daha oOnce anlatildig1 lizere FTO ve Mettl3 birbirine zit
fonksiyonlara sahiptir (m6A silici-yazici). Her ne kadar FTO’nun bu proteinler ile iliskisini
inceleyen ¢aligma bulunmasa da, UQCRC2 ve COX5B protein ifadelerinin artmasinin FTO
baskilanmasi ile iligkili oldugu diisiiniilebilir. Bu varsayimin desteklenmesi ig¢in ileri

caligmalar gerekmektedir, ancak, sonu¢ olarak MA uygulamasi sonucu, direkt ya da dolayl
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da olsa her iki proteinin seviyesinde artis oldugu net bir sekilde goriilmiistiir. Belirtilen
artislarin, OKSFOS diizeyinde bir artisa neden olabilecegi diisiiniildiigii igin WB yontemi
ile ileri arastirmalar yapilmistir. OKSFOS mekanizmasinda yer alan kompleksleri i¢eren
“Total OKSFOZ Insan WB Antikor Kokteyli” ile yapilan WB deneyi neticesinde bes
proteinin diizeyinde de anlamli derecede artis oldugu goriilmiistiir. Elde ettigimiz veriler,
OKSFOS’un arttig1 yoniindeki bulgularimizi dogrular nitelikte olmus ve ilag uygulamasi
neticesinde hiicrelerin enerji metabolizmasinda degisiklik/yeniden programlama olduguna
dair goriisiimiizii kuvvetlendirmistir.

Glikolitik yolak aktivitesinde azalma olurken OKSFOS aktivitesinde artis oldugu
hipotezi, dikkatimizi metabolit ve OKSFOS i¢in NADH akisin1 saglayan sitrik asit
dongiisiine yoneltmemize neden olmustur. Kanser hiicrelerinde sitrik asit dongiistine (TCA)
metabolit akis1 iki ana mekanizma iizerinden gerceklesir: piruvattan oksaloasetat iireten
piriivat karboksilasyonu ve glutaminden a-ketoglutarat (a-KG) iireten glutaminoliz (Sekil
5.1). Kanser hiicrelerinin; glikolitik yolak baskilandigr zaman, iiretilen piriivat miktarinda
azalma oldugu g6z 6niinde bulunduruldugunda, sitrik asit dongiisiinii siirdiirebilmek i¢in
glutamin metabolizmasin1 daha aktif hale getirebildigi bazi caligmalarla gosterilmistir. Bu
sebeple, glutamin (GlIn) ve glutamat (Glu), metabolik yeniden programlamalarda kritik bir
role sahiptir (Akins, Nielson ve Le, 2018; Shiratori ve ark., 2019). Glutaminoliz
mekanizmasinda Gln Glu’ya, Glu da a-KG’a doniistiiriilerek TCA’nin devamlilig: saglanir.
GlIn Glu’ya dontisimii glutamin-fruktoz-6-fosfat transaminaz 1 (Gfptl), karbamoil-fosfat
sentetaz (CAD), fosforibozil pirofosfat amidotransferaz (PPAT) ve glutaminaz 2 (GLS2)
tarafindan kontrol edilirken, Glu’nun a-KG'ye doniisiimii, glutamat dehidrojenaz 1
(GLUD1), glutamat oksaloasetat transaminaz (GOT) ve ornitin aminotransferaz (OAT)
tarafindan kontrol edilir (Sekil 5.1) (Wang ve ark., 2011). Calismamizin proteomik sonuglari
incelendiginde, ifadesi artan proteinlerden birinin OAT oldugu goriilmektedir. Bu durum,
OAT diizeyindeki artisin glutaminoliz ile iligkili oldugunu diisiindiirmektedir. MA
uygulamasi sonucunda glikolizin baskilanirken OKSFOS aktivasyonunun arttig1 goz 6niinde
bulunduruldugunda, OAT’in TCA’nin devamlilifin1 koruyabilmek/artirabilmek ig¢in
reglilasyonunun degistigi kuvvetli bir varsayim olarak goziikmektedir.

Proteomik calismamizin enerji metabolizmasi ile ilgili olan tiim verileri bir biitiin
olarak degerlendirildiginde, MA uygulamasini takiben DMS114 hiicrelerinde metabolik
yeniden programlama meydana geldigi diisiiniilmektedir. KHAK nin son derece heterojen
bir popiilasyona sahip tiimor hiicrelerinden olustugu diisiiniildiigiinde, ila¢ uygulamasina

yanit olarak, glikolitik yolag1 kullanan kanser hiicreleri apoptoza giderken, oksidatif timor
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hiicrelerinin popiilasyonda baskin hale geldigini ve hayatta kalim1 artirmak i¢in OKSFOS ve
glutaminoliz mekanizmalarin1 daha aktif hale getirdigini diisiinebiliriz. Bir diger deyisle,
apoptoza gitmeyerek hayatta kalabilen hiicreler yeni ortama uyum saglayabilmek i¢in uygun
stratejiler gelistirmeye calismaktadirlar. Karsilasilan bu manzara, KHAK’da tedaviye
direncin ¢ok yiiksek oldugunu mevcut ¢alismamiz ile de géz oniine sermektedir. Zira, 24
saatlik ila¢ uygulamasi neticesinde bile hiicrelerin yeni ortama adapte olmaya basladigi
gorilmektedir.

Farkli kanser tiirlerinde tedaviye diren¢ farkli mekanizmalar {izerinden
gerceklesmektedir. Metabolik yeniden programlamanin gesitli kanser tiirlerinde tedaviye
direngte rol oynayan olas1 mekanizmalardan oldugu diisiiniilmektedir (Zhao, Butler ve Tan,
2013). Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda, artmis OKSFOS aktivitesinin kanser kok
hiicrelerini ve kemoterapiye karsi birincil veya edinilmis direnci karakterize ettigi One
striilmistiir (Birsoy, Sabatini ve Possemato, 2012; Ganapathy-Kanniappan ve Geschwind,;
2013). Uglii-negatif meme kanserinde ortaya ¢ikan kemoterapiye direngli kanser kok
hiicrelerinde, MYC ve MLC1 genlerinin ortak amplifikasyonu ile birlikte OKSFOS
aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (Dang, 2012). KHDAK’da, SMARCA4 ve ARIDIA dahil
SWI/SNF kromatin yeniden modelleme kompleksi bilesenlerinin inaktivasyonunun
OKSFOS diizeyinde artisa neden oldugu belirtilmistir (Granchi ve Minutolo, 2012).
Kemoterapiye direncin, ¢ogu zaman, OKSFOS’daki artisla baglantili oldugu goriilmiistiir.
Bu durum, OKSFOS inhibisyonunun prostat kanserinde dosetaksel, akut miyeloid 16semide
(AML) sitarabin, Kolorektal ve MY C/PGC-1-a kaynakli pankreas kanserinde 5-florourasil,
EGFR kaynakl1 akciger adenokarsinomunda EGFRi ve Melanomda MAPKi direncinin
neden iistesinden geldigini agiklamaktadir (Zhang ve Yang; 2013; Ganapathy-Kanniappan
ve Geschwind; 2013). Kanser tedavilerinde, mitokondriyal biyogeneze miidahale etmek,
solunum zinciri komplekslerini dogrudan inhibe etmek veya mitokondriyal islevi bagka
sekillerde bozmak yeni bir hedef haline gelmistir. OKSFOS inhibitorlerinin tirozin kinaz
inhibitorleri ile ve ayrica glikolizi inhibe etmek i¢in diger stratejilerle birlestirilebilecegi ve
boylelikle o6liimciil bir enerji krizine neden olabilecegi diisiiniilmektedir (Ganapathy-
Kanniappan ve Geschwind; 2013).

Literatiir incelendiginde, KHAK’da ila¢ direnciyle ilgili mekanizmalarin detayli bir
sekilde aydinlatilamamis oldugu goriilmektedir. Chen ve arkadaslariin 2020 yilinda
KHAK da ilag direnciyle ilgili yayinladig1 derlemede, direng mekanizmalar1 dort ana baslik
altinda ele alinmigtir: DNA ile ilgili prosesler, RNA ile ilgili prosesler, apoptozla ilgili

mekanizmalar, ilag birikimi ve metabolizma prosesleri (Chen ve ark., 2020). KHAK
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hastalariin tedavisinde uygulanan ilaglarin biiylik cogunlugu, DNA'nin yapisina ve islevine
zarar verme dahil olmak {izere DNA hasar1 yoluyla etki etmektedir. Bununla birlikte, bugiine
kadar, bir dizi ¢alisma, ilag¢ direncinin ortaya ¢ikmasinin ana nedenlerinden birinin, hiicresel
DNA hasariin onarimini tesvik etmek, anti-timor ilaglarinin DNA ile etkilesimini 6nlemek
ve anormal DNA metilasyonu dahil olmak tizere DNA ile ilgili siirecler oldugunu ortaya
cikarmigtir. Bir tiir tiol igeren molekiil olan glutatyonun, DNA hasarinin onarimini
arttirmada ve apoptozu onlemede rolii oldugu bildirilmis, ayrica cisplatin direncine aracilik
ettigi One sirilmistir (Chen ve ark., 2020). Proteomik ¢alisma bulgularimizda, S-
formilglutatyonun glutatyona doniisiimiinii katalize eden enzim olan S-formilglutatyon
hidrolazin (ESD) ilag uygulanmasi sonucu ifadesinin arttigi gorilmistiir. Bu artis, KHAK
hiicrelerinin DNA hasar onarimini arttirarak apoptozdan kagmaya calistigin1 gdsteriyor
olabilir. Enerji metabolizmasinit OKSFOS yoniinde degistirmesinin yani sira bu yolla da yeni
ortamina uyum saglamaya calisarak direng gosterdigi sonucuna varilabilir.

Proteomik analizlerimiz sonucunda regiilasyonunda degisiklik olan proteinler
detaylica incelendiginde ila¢ direnciyle iliskili olabilecegini diisiindiigiimiiz baz1 diger
proteinler dikkat ¢ekmistir. Komplement komponent 1Q alt komponent baglayici proteinin
(C1QBP) koryokarsinom ve over kanseri gibi bazi kanser tiirlerinde ifadesinin arttig1, bu
yonilyle timor proliferasyonunu artirmaya ve apoptozu azaltmaya yonelik etkiye sahip
oldugu bildirilmistir. Bu kanser tiirlerinde ifadesi artan C1QBP’ nin, ila¢ direnci ile iligkili
olabilecegi one stiriilmiistiir (Yu ve Wang, 2013; Shen ve ark., 2014). Benzer bulgular, 4
farkli insan meme kanseri hiicre hattinda ve ayrica meme kanseri hastalarindan alinan duktal
ve adenokarsinom tiimorlerinde yapilan bir bagka calismada da elde edilmistir (McGee ve
ark., 2011). DMS114 hiicrelerinde ilag direnciyle iliskili olabilecegini diisiindiigiimiiz bir
diger protein Syndecan-1’dir (SDC1). Birgok ¢alisma SDC1'in gesitli insan malignitelerinde
ilag direncindeki dnemli katkilarina deginmistir. Szarvas vd. prostat kanserinde dolagimdaki
SDC1'in kemoterapiye ila¢ direnci ile iliskili oldugunu ileri stirmiistiir (Szarvas ve ark.,
2018). Wang vd. SDC1'in kolorektal karsinomda EGFR yolunu diizenleyerek kemoterapiye
diren¢ olusumunda rol oynadigini tespit etmislerdir (Wang ve ark., 2014). Hassan vd.
SDC1'in meme kanserinde radyo-tedavi direncinde [-integrin- ve IL-6'ya bagimli
fonksiyonlar1 diizenledigini 6ne siirmiistir (Hassan ve ark., 2013). Yu vd. heapatik
karsinomada SDC1'in PI3K-AKT yolag araciligiyla cisplatin direncini (Yu ve ark., 2020)
tetikledigini bildirmistir.

flag direnci ile iliskilendirilmis bir diger protein olan Bcl-2-associated transcription

factor 1’in (BCLAF1) ifadesinde de artis oldugu c¢alismamiz sonucunda goriilmiistiir.
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BCLAFI’in KHDAK’da, DNA hasarinin onarimint ve p2l'in aracilik ettigi G1 faz1
durmasini (arrest) diizenleyerek cisplatin direncine aracilik ettigi (Jiang, Liu, Wu ve Zhang,
2020) bildirilmistir. Hepatoseliiler karsinomada ise BCLAF1’in, IncRNA NEATI1'
hedefleyerek hiicre proliferasyonunu, invazyonunu ve ila¢ direncini destekledigi
belirtilmistir (Mou ve ark., 2020). Cesitli kanser tiirlerinde ilag direnci ile iliskilendirilmis
olan bu proteinlerin (ESD, C1QBP, SDC1, BCLAF1) ifadesindeki artisin MA uygulamasi
sonucu m6A modifikasyonlar1 ile mi degistiginden net bir sekilde emin olamayiz. Ama
sonu¢ olarak bu proteinlerin ilag uygulamasi neticesinde ifadelerinin artmis oldugunu
gormekteyiz. Bu durum, KHAK’da ila¢ direncinde bu proteinlerin olast roliinii
diisiindiirmektedir. Her ne kadar bu veriyi mevcut ¢calismamizla ispatlayamiyor olsak da, bu
proteinler KHAK’da ila¢ direncine neden olan potansiyel proteinler olarak
degerlendirilebilir ve ileri caligsmalarla bu mekanizmalar aydinlatilabilir.

RNA iglenmesi ve ugbirlestirme ile ilgili regiilasyonlar:

Proteomik verilerimizden kat azalisinin en ¢ok oldugu proteinler analiz edildiginde
RNA ugbirlestirme (splicing) ve isleme mekanizmalar1 ile iliskili yolaklarda regiilasyonlar
oldugu goriilmistiir. Tanimlanan proteinlerden 40S ribosomal protein S4, X isoform
(RPS4X), 40S ribosomal protein S5 (RPS5) ve 40S ribosomal protein S13 (RPS13) RNA
islenme mekanizmalarda rol oynamaktadir. ATP-dependent RNA helicase DDX1
(DDX1), Small nuclear ribonucleoprotein Sm D1 (SNRPD1) ve Small nuclear
ribonucleoprotein Sm D2 (SNRPD2) ise hem RNA ugcbirlestirme hem de islenme
mekanizmalarinda role sahip proteinlerdir.

mRNA Onciillerinin  ugbirlestirme ve islenme silireci ile olgun mRNA'lara
dontistiiriilmesi, gen ekspresyonu diizenlemesinin énemli bir adimidir ve okaryotlardaki
cogu biyolojik islevi etkileyen olduk¢a dinamik ve karmasik bir siiregtir. Tek bir genden
farkli RNA izoformlariin iiretilmesini saglayarak proteomik ve fonksiyonel cesitlilige
katkida bulunur ve transkripsiyonel plastisite saglar. Kanser hiicreleri, hiicre ¢cogalmasina,
gbcline veya apoptozdan kagmasina fayda saglayacak izoformlar iiretmek adina bu
mekanizmada degisiklikler meydana getirebilir. RNA islenmesi/ugbirlestirmesi siireglerinde
yer alan proteinlerin seviyelerindeki degisiklikler ileri hedeflerindeki (downstream)
RNA’larin diizenlenmesinde degisikliklere yol agar (Urbanski, Leclair ve Anczukow, 2018).
Bu yonleriyle; RNA islenmesi/ugbirlestirmesi, mekanizmada yer alan proteinlerin
seviyesinin ya da aktivitesinin diizenlenmesi/baskilanmasi yoluyla kanser tedavisinde yeni

bir terapotik hedef haline gelmistir (Kole, Krainer ve Altman, 2012; Urbanski ve ark., 2018).
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RNA modifikasyonlar1 arasinda en sik goriilen m6A modifikasyonlarinin RNA
islenme siireglerinde aktif role sahip oldugu gesitli calismalarla gosterilmistir (Zhao ve ark.,
2014). Degisen m6A seviyelerinin, RNA islenmesini, mRNA bozunmasini ve mRNA'larin
proteinlere doniistiiriilmesini etkileyerek gen ekspresyonlarini degistirdigi ve bu yolla timor
olusumunu ve gelisimini tetikledigi bilinmektedir. Yakin zamanda yapilan ¢aligmalar, m6A
diizenleyici proteinlerin anormal ifadesinin m6A diizeylerini etkiledigini ve sonug olarak
MYC, SOCS2, ADAMI19 ve PTEN dahil olmak iizere timdr baskilayici genlerin ve
onkogenlerin ifadesini diizensizlestirdigini bildirmistir (Pinello, Sun ve Wong, 2018). m6A
demetilaz aktivitesine sahip FTO ve ALKBHS’in susturulmasi ve asir1 ifade edilmesi
calismalarinda RNA ugbirlestirme, stabilite ve translasyon dahil olmak iizere m6A
metilasyonu tarafindan diizenlenen fonksiyonlarin etkilendigi gosterilmistir (Li ve ark.,
2017; Zhang ve ark., 2017). Her iki protein de m6A demetilaz olmasina ragmen, farkli doku
ve hiicre boliimlerinde yogunlagmalar1 ile tutarlilik gosterecek sekilde, farkli mRNA
hedefleri tizerinde etki gosterdikleri bildirilmistir (Li ve ark., 2017; Zhang ve ark., 2017).

Calisgmamizda, MA ile FTO baskilanmasi yoluyla m6A diizeyinde bes kata yakin artis
meydana geldigi bulgular kisminda gosterilmistir. Gerek FTO’nun gerekse mo6A
modifikasyonunun RNA islenme/diizenlenme siire¢lerinde rol oynadigi diistiniildiigiinde, bu
mekanizmalarda yer alan diger proteinlerin regiilasyonunun degismesi siirpriz bir durum
olusturmamistir. Elde edilen veriler dogrultusunda, FTO’nun bahsi gecen proteinlerle
etkileserek ya da bu proteinlerin metilasyonunu diizenleyerek ifade diizeylerinde
regiilasyona yol acti1 ¢ikarimi yapilabilir. RNA islenme/diizenlenme mekanizmalarinda
degisiklikler meydana geldigi agikga goriilmektedir ve bu degisikliklerin ¢alisma verilerinde
ifadesinde degisiklik goziiken diger bazi proteinlere isaret ettigi diisiiniilebilir. Ornegin,
glikolizde yer alan ve ifadesi azalan PKM2 ya da ALDOA gibi proteinlerin hedefteki
proteinlerden bazilar1 oldugu diisiiniilebilir. Hedefte yer alan proteinlerin hangi proteinler
oldugunun net bir sekilde anlagilmast mevcut calismamiz ile miimkiin degildir.
Transkriptom ¢apinda m6A sekanst ve RNA sekansi yontemleri ile yapilacak ileri
caligmalar, bu verilerin etraflica aydinlatilmasina yardimci olacaktir. Ayrica, yukarida
bahsedilen ve ifadesinde azalma goriilen proteinlerin, MA uygulamasi neticesinde FTO
tizerinden degil de baska bir yolak iizerinden diizenleniyor olabilecegi bir diger ihtimal
olarak g6z ontlinde bulundurulmalidir. FTO susturulmasi ve asir1 ifade ettirilmesi yontemleri
ile gerceklestirilecek caligmalar bu mekanizmalarin daha detayli bir sekilde anlasiimasin
saglayacaktir. Sonug olarak, iliskili mekanizma her ne olursa olsun, KHAK hiicrelerine ilag

uygulamasi neticesinde, RNA islenmesiyle ilgili regiilasyonlar oldugu net bir sonug olarak
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karsimiza ¢ikmistir. Bu da, MA nin KHAK’da RNA ugbirlestirme/diizenleme siire¢lerinde
inhibitor roliine sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

Protein yikimi ve diizenlenmesi ile ilgili regiilasyonlar:

Proteomik verilerin biyoinformatik analizi sonucu protein yikimi ve diizenlenmesi ile
iliskili yolaklarda da regiilasyon oldugu gériilmiistiir. [la¢c uygulamasi neticesinde ifadeleri
artan proteazom alt iinite alpha tip 6 (PSMAG6) ve protein disiilfit-izomeraz A3 (PDIA3) bu
regiilasyonlarin odagindaki proteinler olarak karsimiza ¢ikmustir.

PSMAG6, c¢ogu proteinin proteolitik yikiminda rol oynayan 20S kor proteazom
kompleksinin bir bilesenidir. 1ki 19S diizenleyici partikiil ile birlikte 26S proteazomunu
olusturur ve bdylelikle, ubikitin proteazom sisteminin (UPS) elemani olarak ubikitine
proteinlerin yikimina katilir. UPS’nin, hiicre dongiisiinii, apoptozu, hiicre farklilasmasini ve
anjiyogenezi diizenledigi bildirilmistir (Narayanan ve ark., 2020). Cok sayida ¢alisma,
UPS'nin bu siireclerde gorevli hiicresel proteinlerin ¢ogunu modiile ederek veya yikimini
saglayarak protein homeostazinin korunmasinda kritik bir rol oynadigini gostermistir. Hiicre
biiylimesi ve hayatta kalmasi i¢in UPS kritik 6neme sahiptir, ancak apoptozun olusmasi i¢in
UPS'nin inhibisyonu gerekmektedir (Narayanan ve ark., 2020). UPS’nin inhibisyonu protein
homeostazinin bozulmasina ve hiicrenin apoptoza gitmesini neden olur. Bu bilgiyle tutarl
olacak sekilde, proteozom alt {initelerinden olan PSMA6'n1in, akciger kanseri, glioblastoma
ve mezotelyoma gibi c¢esitli kanser tiirlerinde onkojenik bir role sahip oldugu ve
susturuldugu takdirde apoptozun indiiklendigi gosterilmistir (Bakke ve ark., 20109.
Proteazom inhibisyonu son yillarda kanser tedavisinde olasi terapdtik hedeflerden biri haline
gelmistir. Bortezomib, carfilzomib, delanzomib ve oprozomib gibi proteozom inhibitorleri
cesitli kanserlerin tedavisinde tek basmna veya baska ajanlarla birlikte kullanilmaktadir
(Narayanan ve ark., 2020). Ayrica, bortezomib ve carfilzomib’in KHAK’da kemoterapi
ilaclart ile birlikte kullanildiginda apoptozu artirarak kemoterapinin etkisini artirdigi
bildirilmistir (Taromi ve ark., 2017; Yin ve ark., 2020). Mevcut ¢alismamizda, PSMA6’nin
ifadesinin artmis olmasi, regiilasyonu degisen proteinlerin yikimiyla ilgili olabilecegi gibi,
ila¢ uygulamasi sonucu hiicrelerin bozulan protein homeostazin1 diizenlemeye ¢aligarak
apoptozun Oniine gecmeye c¢alismasi ile de iligkili olabilir. Her iki durum da hiicrelerin
hayatta kalmaya calisiyor olmasi seklinde 6zetlenebilir.

Protein diizenlenmesi ile iligkili yolaklarda oniimiize ¢ikan bir diger protein PDIA3,
endoplazmik retikulumda (ER) yeni sentezlenen glikoproteinlerin ve yanlis katlanmis
proteinlerin katlanmasini diizenleyen bir saperon proteindir. Bu proteinin, ayni zamanda,

hiicreleri ER stresinin neden oldugu apoptozdan korudugu bildirilmistir. Cesitli kanser
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tirlerinde, PDIA3’lin susturuldugu/baskilandig: takdirde hiicre biiyiimesinin yavaslayip
apoptozun arttig1 belirtilmis ve olast mekanizmanin STAT3 sinyal yolag araciligiyla oldugu
One strilmistir (Kondo ve ark., 2019). Calisma sonucunda ifadesinde artis goriilmesi,
ifadesinde artis goriilen diger proteinlerin katlanmasinda rol oynamasi ile agiklanabilir. Bu
artisin, hiicreleri, ilag uygulamasi neticesinde ER stresinin neden oldugu apoptozdan
korumaya yonelik oldugu da diisiiniilebilir.

Protein yikimi1 ve diizenlenmesi ile iliskili yolaklarin merkezinde olan bu proteinlerin
m6A modifikasyonlar ile iligkisine dair literatiir bilgisi bulunmadigi goriilmiistiir. Bu
durumda meydana gelen regiilasyonlarin FTO’nun baskilanmasiyla direkt ya da dolayli
olarak mu ilgili oldugu konusunda fikir ytiriitilemez. Ancak, regiilasyonu artan ve azalan
baska proteinler oldugu disiiniildiiglinde, bunlarin diizenlenmesi ic¢in protein
diizenleme/isleme ile iligkili proteinlerin ifadesinin artmasi da kagiilmaz bir sonug olarak
goriilmektedir. Ayrica, bu proteinlerin ¢esitli kanser tiirlerinde apoptozla yakindan iligkili
olabileceginin gosterilmesi, meydana gelen regiilasyonlarin dolayli olarak da olsa

apoptozdan kagmaya yonelik oldugu ihtimalini diisiindiirm{istir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

KHAK hiicreleri genis capta molekiiler degisikliklerle karakterizedir. Mevcut analiz
teknikleri ancak belirli bir tiimor Ornegindeki en sik goriilen mutasyonlar1 tespit
edebilmektedir. Intra- ve intertiimoral heterojenite, neoplazmalarin ¢esitli mikro ortamlara
ve tedavilere uyum saglayarak diren¢ kazanmasmi saglamaktadir. Direng problemi,
hastaligin tedavisini basarisiz kilan en 6nemli faktorlerin basinda gelmektedir (Denninghoff
ve ark., 2021). Cesitli calismalarla, hem tek bir ajan olarak hem de kemoterapi ile
kombinasyon halinde farkli anti-kanser ajanlarin KHAKda rolii arastirilmis, ancak etkin bir
tedaviye ulasilamamistir. Calismamizin ilk bdliimiinde; FTO proteinini segici olarak inhibe
etme potansiyeline sahip ve anti-kanser etkisi gesitli kanserlerde gosterilmis MA’nin,
kemoterapi ilact TPT ile kombine kullanimimin KHAK hiicrelerine etkisi ¢esitli in vitro
calismalarla incelenmistir. Iki ilacin birlikte kullaniminin sinerjetik etki gosterdigi ve
apoptotik hiicre 6liimlerini artirdigi sonucuna varilmistir. Ancak, her ne kadar sinerjetik etki
goriilse de bazi1 sinirliliklarin mevcut oldugu goriilmiistiir. Artan ilag konsantrasyonlarina
ragmen kombinasyon etkisinin belirli bir dozdan sonra kisitlandiginin goriilmesi, hiicre
dongiisiinde yasanan GO/G1 fazindaki durusun kontrole gore anlamli derecede fazla
olmamasi ve invazyon kapasitesinde ¢ok anlamli bir azalma goriilmemesi ileri caligmalarin
gerekliligine isaret etmektedir. Karsilasilan bu durumlarin, KHAK’da tedaviye direncin
kiigiik bir gostergesi olarak karsimiza ¢iktigi diisiiniilmiistiir. Bu mekanizmalarda yer alan
sinyal yolaklarmmin aydinlatilmasi, belirtilen ilag kombinasyonunun en etkin kullanimi
hakkinda bilgi verebilecegi gibi, KHAK’da ilag¢ direnci ile ilgili bulgulara da ulasilmasina
katkida bulunacaktir. Ayrica, elde edilen veriler 1s181inda yapilacak in vivo ¢alismalarla da
bu ilaglarin etkinliginin dogrulanmasi gerekmektedir.

Calismamizin ikinci boliimiinii olusturan proteomik deneyleri sonucu elde edilen
veriler, MA uygulamasi sonucu, KHAK hiicre hatti olan DMS114 hiicrelerinde enerji
metabolizmasi, RNA ugbirlestirme ve islenmesi, protein diizenlenmesi ve yikimu ile ilgili
reglilasyonlar oldugunu gostermistir. Enerji matabolizmasinda yer alan glikoliz
mekanizmasinda azalma olmasina karsin, OKSFOZ ve glutaminoliz mekanizmalarinda artis
oldugu gortilmiistiir. Bu durum MA’nin glikolizi baskiladigin1 ve bu yolla apoptotik hiicre
Oliimlerine neden oldugunu disiindiirmiistiir. Ancak, OKSFOZ ve glutaminoliz
mekanizmalarinda  goriilen artis, hiicrelerin  metabolik  yeniden programlama
gerceklestirerek yeni ortamina uyum saglamaya calistigi hipotezini gelistirmemize neden
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olmustur. Bu durum, ¢aligmamizin bu boliimiinde de ilag direnci ile ilgili bir manzara ile
karsilastigimizi diistindlirmiistiir. Zira, kanser hiicrelerinin glikoliz inhibisyonu sonucu
enerji metabolizmasini yeniden programlayarak ila¢ direnci gelistirdigi ¢esitli calismalarla
ortaya konmustur (Zhao, Butler ve Tan, 2013). KHAK hiicrelerinin olumsuz kosullar altinda
hiicre i¢i metabolizmalarin1 nasil modiile ettigi ile iligskili mekanizmalarin ve sinyal
yolaklarinin aydinlatilmasi yeni hedeflerin ortaya ¢ikarak potansiyel tedavi yontemlerinin
gelistirilmesinin Oniinii agacaktir.

Calismamizda elde ettigimiz veriler, tek basmna glikoliz baskilamasinin sadece
biliylimeyi baskiladigini, ancak kanserin yok edilmesi i¢in yetersiz kaldigini ima etmektedir.
Ancak, su da unutulmamalidir ki, glikoliz baskilandiginda hiicreler OKSFOZ-bagimli hale
gelecekler ve boylelikle, mitotoksikantlar ya da OKSFOZ inhibitérlerine karsi daha hassas
durumda olacaklardir. Boyle bir durumda, hem glikolizi hem mitokondriyi hedef alacak ilag
kombinasyonlar1 hiicrede o6liimciil bir enerji krizine neden olarak tedavide basari
saglayabilir. Ancak bu tedavi yonteminin sistematik etki gostermeyerek hedefe-yonelik
olmasi gerektiginden, detaylica arastirilmasi, in Vvitro calismalar1 takiben zenograft
modellerle etraflica test edilmesi gerekmektedir. Tedavi rejimlerinde, KHAK 1n son derece
heterojen bir kanser tiirii oldugu unutulmamalidir. Intra- ve intertiimoral heterojenite
tedavide diren¢ mekanizmalarinin gelismesine katkida bulunarak, genetik taramalarla tedavi
oncesinde tespit edilen mutasyonlar disinda yeni mutasyonlarin gelismesine neden
olmaktadir. Bu diren¢ mekanizmalarindan birinin metabolik yeniden programlama
olabilecegi mevcut calismamiz ile gosterilmistir, ancak bu hastadan hastaya degisebilecek
bir durumdur. Rutin olarak yapilan KHAK genetik taramalarina enerji metabolizmasi ile
ilgili biyobelirteclerin eklenmesi tedaviyi sekillendirmeye yardimci olacaktir. Ornegin,
OKSFOZ aktivitesinin ¢ok yiiksek oldugu durumda tedaviye eklenecek OKSFOZ
inhibitdrleri kemoterapinin toksisitesini artirabilecektir.

Proteom verilerimiz, MA uygulamasi sonucu, RNA ucbirlestirme/islenmesi ile de
ilgili regiilasyonlar oldugunu gdstermistir. Bu mekanizmalarda yer alan bazi proteinlerin
aktivitesinin azalmasi, MA ’nin RNA ugbirlestirme/diizenleme siireglerinde inhibitor roliine
sahip olabilecegini diisiindiirmiistiir. Protein yikim1 ve diizenlenmesi ile iligkili yolaklarda
goriilen diizenlemelerin ise ifadesi artan/azalan diger proteinlerle ya da apoptotik hiicre
Oliimleriyle alakali oldugu diisiiniilmiistiir. Elde edilen verilerin, MA uygulamasi sonucu
gerceklesen m6A modifikasyonu ile mi iligkili yoksa baska bir mekanizma iizerinden mi
oldugunu mevcut ¢aligmamiz neticesinde net olarak sdyleyemeyiz. Ancak, bu mekanizmalar

ile iliski olsun ya da olmasin, MA uygulamasinin KHAK hiicrelerinde metabolik yeniden
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programlamaya, RNA ve protein diizenlenme siire¢lerinde regiilasyonlara neden oldugu
acikea goriilmiistiir. Elde edilen verilerin etraflica aydinlatilmasi ve m6A modifikasyonlar
ya da FTO ile iliskisinin dogrulanmasi i¢in FTO susturulmasi ve asir1 ifade ettirilmesi
yontemleri ile ileri ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir. Ayrica, transkriptom ¢apinda m6A
sekanst ve RNA sekansi yontemleri ile yapilacak ileri ¢alismalar hedef RNA’larin
belirlenmesine yardimci olarak, tedavide hedef alinabilecek genlerin agiga ¢ikarilmasina

katkida bulunacaktir.
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EKLER

EK-1: nLC-MS/MS Analizi ile Tanimlanan Proteinler

Accession

Description

Coverage
[%0]

#
Unique
Peptide

MW
kDa

calc.

pl

Abundance
Ratio:
(MA/NT)

Q9Y5L4

Mitochondrial import inner
membrane translocase subunit
Tim13 OS=Homo sapiens
GN=TIMM13 PE=1 SV=1

15

1

10,5

8,18

1000

P10606

Cytochrome c oxidase subunit
5B, mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=COX5B PE=1
SvV=2

13,7

8,81

1000

P51991

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein A3
0OS=Homo sapiens
GN=HNRNPA3 PE=1 S\VV=2

39,6

9,01

1000

J3KR35

Coiled-coil domain containing
12, isoform CRA_a OS=Homo
sapiens GN=CCDC12 PE=4
Sv=1

14

20,5

8,47

1000

E7EQY1

Protein FAM136A OS=Homo
sapiens GN=FAM136A PE=1
Sv=1

26,8

8,24

1000

P15531

Nucleoside diphosphate kinase
A OS=Homo sapiens
GN=NME1 PE=1 SV=1

17

17,1

6,19

61,083

P18827

Syndecan-1 OS=Homo sapiens
GN=SDC1 PE=1 SV=3

32,4

4,63

24,487

Q13185

Chromobox protein homolog 3
0OS=Homo sapiens GN=CBX3
PE=1SVv=4

20,8

5,33

6,25

P13645

Keratin, type | cytoskeletal 10
0OS=Homo sapiens
GN=KRT10 PE=1 SV=6

58,8

521

5,236

H6VRG1

Keratin 1 OS=Homo sapiens
GN=KRT1 PE=3 SV=1

12

66,1

8,12

2,783

AOA024RDRO

High-mobility group box 1,
isoform CRA_a OS=Homo
sapiens GN=HMGB1 PE=4
Sv=1

13

24,9

574

2,741

Q9Y3X0

Coiled-coil domain-containing
protein 9 OS=Homo sapiens
GN=CCDC9 PE=1 SV=1

59,7

54

2,39

D3DQ70

SERPINE1 mRNA binding
protein 1, isoform CRA_d
0OS=Homo sapiens
GN=SERBP1 PE=4 SVV=1

50,9

9,33

2,299

P40222

Alpha-taxilin OS=Homo
sapiens GN=TXLNA PE=1
Sv=3

61,9

6,52

2,235

Q9P013

Spliceosome-associated
protein CWC15 homolog

26,6

571

2,104
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Description

Coverage
[%0]

#
Unique
Peptide

MW
kDa

calc.

pl

Abundance
Ratio:
(MAJ/NT)

0OS=Homo sapiens
GN=CWC15 PE=1 SV=2

Q00688

Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase FKBP3 OS=Homo
sapiens GN=FKBP3 PE=1
Sv=1

25,2

9,28

2,095

QINYFS

Bcl-2-associated transcription
factor 1 OS=Homo sapiens
GN=BCLAF1 PE=1 SV=2

106,1

9,98

2,032

P35527

Keratin, type | cytoskeletal 9
0OS=Homo sapiens GN=KRT9
PE=1 SV=3

62

5,24

1,995

F5H7WS8

Uncharacterized protein
C120rf43 OS=Homo sapiens
GN=C120rf43 PE=1 SV=1

28,6

9,73

1,976

H9ZYJ2

Thioredoxin OS=Homo
sapiens GN=TXN PE=2 SV=1

21

11,7

4,92

1,95

B7Z596

Tropomyosin alpha-1 chain
0OS=Homo sapiens GN=TPM1
PE=2 Sv=1

11

31,7

4,89

1,944

P54105

Methylosome subunit pICIn
OS=Homo sapiens
GN=CLNS1A PE=1 SV=1

26,2

411

1,882

Q5WOH4

Translationally-controlled
tumor protein OS=Homo
sapiens GN=TPT1 PE=1 SV=1

215

5,49

1,868

P81605

Dermcidin OS=Homo sapiens
GN=DCD PE=1 SV=2

10

11,3

6,54

1,848

Q9H1E3

Nuclear ubiquitous casein and
cyclin-dependent kinase
substrate 1 OS=Homo sapiens
GN=NUCKS1 PE=1 Sv=1

27,3

5,08

1,846

AOAOAOMRM
9

Nucleolar and coiled-body
phosphoprotein 1 (Fragment)
0OS=Homo sapiens
GN=NOLC1 PE=4 SVv=1

74,6

9,47

1,83

P37108

Signal recognition particle 14
kDa protein OS=Homo sapiens
GN=SRP14 PE=1 S\VV=2

14,6

10,0

1,81

Q53F64

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein AB isoform
a variant (Fragment)
0OS=Homo sapiens PE=2 S\VV=1

36

7,42

1,807

060828

Polyglutamine-binding protein
1 OS=Homo sapiens
GN=PQBP1 PE=1 SV=1

19

30,5

6,33

1,803

Q9UEE9

Craniofacial development
protein 1 OS=Homo sapiens
GN=CFDP1 PE=1 SV=1

33,6

481

1,797

B3KUJO

cDNA FLJ39996 fis, clone
STOMA2002166, highly
similar to Splicing factor 3B
subunit 4 OS=Homo sapiens
PE=2 Sv=1

445

8,24

1,791

P49006

MARCKS-related protein
0OS=Homo sapiens
GN=MARCKSL1 PE=1 SV=2

14

19,5

4,67

1,722
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Accession

Description

Coverage

[%0]

#
Unique
Peptide

MW
kDa

calc.

pl

Abundance
Ratio:
(MAJ/NT)

QB8WXX5

DnaJ homolog subfamily C
member 9 OS=Homo sapiens
GN=DNAJC9 PE=1 SV=1

1

29,9

5,73

1,7

Q14498

RNA-binding protein 39
0OS=Homo sapiens
GN=RBM39 PE=1 S\VV=2

59,3

10,1

1,695

AO0A024R284

Ubiquilin 1, isoform CRA b
0OS=Homo sapiens
GN=UBQLN1 PE=4 SV=1

62,5

511

1,688

Q86SX6

Glutaredoxin-related protein 5,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=GLRX5 PE=1
SvV=2

16,6

6,79

1,685

Q14157

Ubiquitin-associated protein 2-
like OS=Homo sapiens
GN=UBAP2L PE=1 SV=2

114,5

7,11

1,678

AOA024RBB7

Nucleosome assembly protein
1-like 1, isoform CRA a
0OS=Homo sapiens
GN=NAP1L1 PE=3 SV=1

45,3

4,46

1,673

Q5U035

CAMP responsive element
binding protein 1 OS=Homo
sapiens GN=CREB1 PE=2
sv=1

36,7

5,57

1,669

HOYJ60

DDB1- and CUL4-associated
factor 8 (Fragment) OS=Homo
sapiens GN=DCAF8 PE=4
Sv=1

33,6

4,36

1,666

Q5T1J5

Putative coiled-coil-helix-
coiled-coil-helix domain-
containing protein
CHCHD2P9, mitochondrial
0OS=Homo sapiens
GN=CHCHD2P9 PE=5 SV=1

19

155

9,89

1,663

QYUBC2

Epidermal growth factor
receptor substrate 15-like 1
0OS=Homo sapiens
GN=EPS15L1 PE=1 SV=1

94,2

511

1,663

B2R802

cDNA, FLJ93681, highly
similar to Homo sapiens small
nuclear ribonucleoprotein
polypeptide A (SNRPA),
MRNA OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

20

31,3

9,86

1,656

Q9UK76

Hematological and
neurological expressed 1
protein OS=Homo sapiens
GN=HN1 PE=1 SV=3

53

16

5,6

1,655

QINX24

H/ACA ribonucleoprotein
complex subunit 2 OS=Homo
sapiens GN=NHP2 PE=1
Sv=1

12

17,2

8,22

1,653

Q92733

Proline-rich protein PRCC
0OS=Homo sapiens GN=PRCC
PE=1SV=1

52,4

51

1,65
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Peptide
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kDa

calc.
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Abundance
Ratio:
(MAJ/NT)

060925

Prefoldin subunit 1 OS=Homo
sapiens GN=PFDN1 PE=1
Sv=2

1

14,2

6,81

1,646

MOR1T5

Charged multivesicular body
protein 2a (Fragment)
0OS=Homo sapiens
GN=CHMP2A PE=1 SV=1

24,9

5,27

1,634

AOA024R6N2

Non-specific serine/threonine
protein kinase OS=Homo
sapiens GN=CDC42BPB
PE=4 SV=1

194,2

6,37

1,633

Q9BTTO

Acidic leucine-rich nuclear
phosphoprotein 32 family
member E OS=Homo sapiens
GN=ANP32E PE=1 SV=1

30,7

3,85

1,633

P33316

Deoxyuridine 5'-triphosphate
nucleotidohydrolase,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=DUT PE=1 SV=4

17

26,5

9,36

1,625

ABK644

Splicing factor,
arginine/serine-rich 4, isoform
CRA b OS=Homo sapiens
GN=SFRS4 PE=2 SV=1

11

56,7

115

1,619

Q96K17

Transcription factor BTF3
homolog 4 OS=Homo sapiens
GN=BTF3L4 PE=1 SV=1

21

17,3

6,35

1,617

VIHW44

Epididymis secretory protein
Li 303 OS=Homo sapiens
GN=HEL-S-303 PE=2 SV=1

25,6

5,92

1,615

Q5T089

MORN repeat-containing
protein 1 OS=Homo sapiens
GN=MORN1 PE=2 SV=2

53,8

7,12

1,601

Q9Y2W2

WW domain-binding protein
11 OS=Homo sapiens
GN=WBP11 PE=1 SV=1

70

8,38

1,594

P67809

Nuclease-sensitive element-
binding protein 1 OS=Homo
sapiens GN=YBX1 PE=1
Sv=3

43

35,9

9,88

1,593

P55036

26S proteasome non-ATPase
regulatory subunit 4
0OS=Homo sapiens
GN=PSMD4 PE=1 SV=1

40,7

4,79

1,583

HOYHGO

Uncharacterized protein
(Fragment) OS=Homo sapiens
PE=4 SV=1

59,1

8,59

1,582

E9PGCS8

Microtubule-associated protein
1A OS=Homo sapiens
GN=MAP1A PE=1 SV=1

3311

4,93

1,581

Q14103

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein DO
0OS=Homo sapiens
GN=HNRNPD PE=1 SV=1

14

38,4

7,81

1,566

Q53F47

Down-regulator of
transcription 1 variant
(Fragment) OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

19,5

4,75

1,55
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[%0]

#
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Peptide

MW
kDa

calc.

pl

Abundance
Ratio:
(MAJ/NT)

QouUIlI2

ATPase inhibitor,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=ATPIF1 PE=1
Sv=1

11

1

12,2

9,35

1,542

ABK878

cDNA FLJ77177, highly
similar to Homo sapiens
arginine-rich, mutated in early
stage tumors (ARMET),
MRNA OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

15

21,1

8,92

1,538

Q9BRJ6

Uncharacterized protein
C70rf50 OS=Homo sapiens
GN=C70rf50 PE=1 SVV=1

11

22,1

9,64

1,531

J7TMDF2

CCDCG6-RET fusion protein
variant a OS=Homo sapiens
GN=CCDC6-RETa PE=2
Sv=1

55,5

6,14

1,528

AOAQ075B716

40S ribosomal protein S17
0OS=Homo sapiens GN=RPS17
PE=1SVv=1

17

21,6

8,92

1,526

MOQXZ5

Zinc finger protein 428
(Fragment) OS=Homo sapiens
GN=ZNF428 PE=1 SV=1

23,6

4,25

1,522

P06454

Prothymosin alpha OS=Homo
sapiens GN=PTMA PE=1
SV=2

23

12,2

3,78

1,517

Q5IRN2

DAZAP1/MEF2D fusion
protein OS=Homo sapiens
GN=DAZAP1/MEF2D fusion
PE=2 SV=1

48,9

8,78

1,507

Q9Y613

Epsin-1 OS=Homo sapiens
GN=EPN1 PE=1 SV=2

60,3

4,83

1,499

Q53FES

cDNA FLJ36526 fis, clone
TRACH?2003347, highly
similar to NSFL1 cofactor p47
(Fragment) OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

38

11

40,5

5,14

1,499

QYUHV9

Prefoldin subunit 2 OS=Homo
sapiens GN=PFDN2 PE=1
Sv=1

32

16,6

6,58

1,497

P35659

Protein DEK OS=Homo
sapiens GN=DEK PE=1 SV=1

42,6

8,56

1,495

LOR588

Alternative protein C11orf48
0OS=Homo sapiens
GN=C11orf48 PE=4 SV=1

18,4

11,3

1,495

VIHWA41

Epididymis secretory protein
Li 71 OS=Homo sapiens
GN=HEL-S-71 PE=2 SV=1

20

17,1

6,57

1,493

Q9BRA2

Thioredoxin domain-
containing protein 17
0OS=Homo sapiens
GN=TXNDC17 PE=1 SV=1

13,9

5,52

1,492

ABMUH2

ATP synthase-coupling factor
6, mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=ATP5J PE=1
Sv=1

16

13,9

9,41

1,49
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ABKS5KS5

Eukaryotic translation
initiation factor 3 subunit G
0OS=Homo sapiens GN=EIF3G
PE=2 SV=1

12

3

35,6

6,13

1,488

C9JCC6

Drl-associated corepressor
0OS=Homo sapiens
GN=DRAP1 PE=1 SV=1

23,2

5,27

1,487

B5BU24

14-3-3 protein beta/alpha
0OS=Homo sapiens
GN=YWHAB PE=2 SV=1

21

28,1

4,83

1,487

Q01844

RNA-binding protein EWS
0OS=Homo sapiens
GN=EWSR1 PE=1 SV=1

68,4

9,33

1,47

Q86U42

Polyadenylate-binding protein
2 OS=Homo sapiens
GN=PABPN1 PE=1 SV=3

24

32,7

5,06

1,465

Q724V5

Hepatoma-derived growth
factor-related protein 2
0OS=Homo sapiens
GN=HDGFRP2 PE=1 SV=1

74,3

7,49

1,462

A0AQ024R1S7

SWI/SNF related, matrix
associated, actin dependent
regulator of chromatin,
subfamily e, member 1,
isoform CRA_a OS=Homo
sapiens GN=SMARCEL1 PE=4
Sv=1

46,6

4,88

1,461

P11940

Polyadenylate-binding protein
1 OS=Homo sapiens
GN=PABPC1 PE=1 SV=2

15

70,6

9,5

1,46

P06748

Nucleophosmin OS=Homo
sapiens GN=NPM1 PE=1
Sv=2

35

32,6

4,78

1,456

AOAQ024R7S3

Clathrin, light polypeptide
(Lcb), isoform CRA ¢
0OS=Homo sapiens GN=CLTB
PE=4 SV=1

15

23,2

4,69

1,454

B3KML1

cDNA FLJ11308 fis, clone
PLACE1010074, highly
similar to Sorting nexin-2
0OS=Homo sapiens PE=2 S\VV=1

58,4

5,06

1,453

060888

Protein CutA OS=Homo
sapiens GN=CUTA PE=1
SvV=2

19,1

55

1,45

AO0A024R1S8

LIM and SH3 protein 1,
isoform CRA b OS=Homo
sapiens GN=LASP1 PE=4
sv=1

29,7

7,05

1,443

P29692

Elongation factor 1-delta
0OS=Homo sapiens
GN=EEF1D PE=1 SV=5

23

311

5,01

1,44

P38159

RNA-binding motif protein, X
chromosome OS=Homo
sapiens GN=RBMX PE=1
Sv=3

16

42,3

10,0

1,434

B4DL85

cDNA FLJ60660, highly
similar to Hematological and

13

22,1

9,31

1,433
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neurological expressedl1-like
protein OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

Q9Y2V2

Calcium-regulated heat stable
protein 1 OS=Homo sapiens
GN=CARHSP1 PE=1 SV=2

28

15,9

8,21

1,43

Q13442

28 kDa heat- and acid-stable
phosphoprotein OS=Homo
sapiens GN=PDAP1 PE=1
sv=1

23

20,6

8,87

1,428

Q15056

Eukaryotic translation
initiation factor 4H OS=Homo
sapiens GN=EIF4H PE=1
SV=5

19

27,4

7,23

1,428

Q13344

Fus-like protein (Fragment)
0OS=Homo sapiens PE=2 SVV=1

53,3

9,42

1,424

AOA024R3W7

Eukaryotic translation
elongation factor 1 beta 2,
isoform CRA_a OS=Homo
sapiens GN=EEF1B2 PE=3
sv=1

12

247

4,67

1,42

D3DPK5

SH3 domain binding glutamic
acid-rich protein like 3,
isoform CRA_a (Fragment)
0OS=Homo sapiens
GN=SH3BGRL3 PE=4 SV=1

10

26,8

8,38

1,418

Q16186

Proteasomal ubiquitin receptor
ADRM1 OS=Homo sapiens
GN=ADRM1 PE=1 SV=2

42,1

5,07

1,413

J300X2

Rho GDP-dissociation
inhibitor 1 OS=Homo sapiens
GN=ARHGDIA PE=1 Sv=1

20

25,8

7,44

1,411

AO0A024R429

SET binding factor 1, isoform
CRA _a OS=Homo sapiens
GN=SBF1 PE=4 SV=1

210,9

7,11

1,405

P26583

High mobility group protein
B2 OS=Homo sapiens
GN=HMGB2 PE=1 SV=2

24

7,81

1,403

Q86U28

Iron-sulfur cluster assembly 2
homolog, mitochondrial
0OS=Homo sapiens GN=ISCA2
PE=1 SV=2

16,5

5,25

1,403

Q8NBS9

Thioredoxin domain-
containing protein 5
0OS=Homo sapiens
GN=TXNDC5 PE=1 SV=2

47,6

5,97

1,401

E7EVAOQ

Microtubule-associated protein
0OS=Homo sapiens GN=MAP4
PE=1SVv=1

245,3

6,23

1,4

ASKAQ5

cDNA FLJ77404, highly
similar to Homo sapiens small
nuclear ribonucleoprotein
70kDa polypeptide (RNP
antigen) (SNRP70), transcript
variant 1, mRNA OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1

51,5

10,0

1,399
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QINZB2

Constitutive coactivator of
PPAR-gamma-like protein 1
0OS=Homo sapiens
GN=FAM120A PE=1 SV=2

1

121,8

8,88

1,396

060664

Perilipin-3 OS=Homo sapiens
GN=PLIN3 PE=1 SV=3

12

47

5,44

1,394

L7N2F9

Uncharacterized protein
(Fragment) OS=Homo sapiens
PE=4 Sv=1

14

13,1

7,96

1,393

P50502

Hsc70-interacting protein
0OS=Homo sapiens GN=ST13
PE=1 SV=2

10

41,3

5,27

1,393

Q5STK2

Prefoldin subunit 6, isoform
CRA_b OS=Homo sapiens
GN=PFDN6 PE=2 SV=1

14,6

8,88

1,393

AO0A024RDF6

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein D-like,
isoform CRA_a OS=Homo
sapiens GN=HNRPDL PE=4
sv=1

46,4

9,57

1,392

E7EPT4

NADH dehydrogenase
[ubiquinone] flavoprotein 2,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=NDUFV2 PE=1
Sv=1

27,9

1,389

S4R341

Nucleolar and coiled-body
phosphoprotein 1 OS=Homo
sapiens GN=NOLC1 PE=1
Sv=1

47

5,26

1,388

060220

Mitochondrial import inner
membrane translocase subunit
Tim8 A OS=Homo sapiens
GN=TIMMS8A PE=1 SV=1

11

11

5,16

1,378

B5BUS83

Stathmin OS=Homo sapiens
GN=STMN1 PE=2 SV=1

38

17,3

5,97

1,373

AOA024RIM9

Calcium binding protein P22,
isoform CRA_a OS=Homo
sapiens GN=CHP PE=4 SV=1

24

22,4

51

1,372

B2R6F3

Splicing factor arginine/serine-
rich 3 OS=Homo sapiens
GN=SFRS3 PE=2 SV=1

35

19,3

11,6

1,37

Q96C19

EF-hand domain-containing
protein D2 OS=Homo sapiens
GN=EFHD2 PE=1 SV=1

26,7

52

1,363

A0A024QYW
3

Proteolipid protein 2 (Colonic
epithelium-enriched), isoform
CRA_a OS=Homo sapiens
GN=PLP2 PE=4 SV=1

16,7

7,24

1,362

Q9HD42

Charged multivesicular body
protein 1a OS=Homo sapiens
GN=CHMP1A PE=1 SV=1

21,7

8,06

1,361

E9PEB5

Far upstream element-binding
protein 1 OS=Homo sapiens
GN=FUBP1 PE=1 SV=1

23

12

68,9

7,93

1,36

014618

Copper chaperone for
superoxide dismutase

29

5,58

1,36
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0OS=Homo sapiens GN=CCS
PE=1Sv=1

QB59EK7

CSODF038Y 005 variant
(Fragment) OS=Homo sapiens
PE=4 Sv=1

15

37,2

10,9

1,355

Q02952

A-kinase anchor protein 12
OS=Homo sapiens
GN=AKAP12 PE=1 SV=4

191,4

4,41

1,353

D6R956

Ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase OS=Homo sapiens
GN=UCHL1 PE=1 SV=1

26,8

5,81

1,352

Q6IBN6

CBX1 protein OS=Homo
sapiens GN=CBX1 PE=2
Sv=1

21,4

4,93

1,351

Q9ULRO

Pre-mRNA-splicing factor
ISY1 homolog OS=Homo
sapiens GN=ISY1 PE=1 SV=3

11

33

5,17

1,351

Q9UHD9

Ubiquilin-2 OS=Homo sapiens
GN=UBQLN2 PE=1 SVV=2

65,7

5,22

1,346

B3KM36

cDNA FLJ10153 fis, clone
HEMBA1003417, highly
similar to BAG family
molecular chaperone regulator
2 OS=Homo sapiens PE=2
sv=1

23,7

6,7

1,343

P52655

Transcription initiation factor
1A subunit 1 OS=Homo
sapiens GN=GTF2A1 PE=1
Sv=1

41,5

4,55

1,339

Q01970

1-phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate
phosphodiesterase beta-3
0OS=Homo sapiens
GN=PLCB3 PE=1 SV=2

138,7

59

1,337

FBWF69

Clathrin light chain A
0OS=Homo sapiens GN=CLTA
PE=1Sv=1

27,8

491

1,336

014737

Programmed cell death protein
5 OS=Homo sapiens
GN=PDCD5 PE=1 SV=3

27

14,3

6,04

1,335

Q92804

TATA-binding protein-
associated factor 2N
0OS=Homo sapiens
GN=TAF15 PE=1 SV=1

10

61,8

8,02

1,329

AO0A024R8S5

Protein disulfide-isomerase
0OS=Homo sapiens GN=P4HB
PE=3 SVv=1

42

19

57,1

4,87

1,328

B4DRM3

cDNA FLJ54492, highly
similar to Eukaryotic
translation initiation factor 4B
0OS=Homo sapiens PE=2 S\VV=1

69,7

5,67

1,326

B2R5B3

Histone H2A OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1

49

14,1

11,0

1,326

AOAQ24RAZT

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein A1, isoform
CRA_b OS=Homo sapiens
GN=HNRPAl PE=4 SV=1

30

38,7

9,13

1,325
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P05387

60S acidic ribosomal protein
P2 OS=Homo sapiens
GN=RPLP2 PE=1 SV=1

77

7

11,7

4,54

1,321

095817

BAG family molecular
chaperone regulator 3
0OS=Homo sapiens GN=BAG3
PE=1 SV=3

61,6

6,95

1,309

AOAOAOMTS2

Glucose-6-phosphate
isomerase (Fragment)
0OS=Homo sapiens GN=GPI
PE=4 SV=1

64,8

9,04

1,305

P30040

Endoplasmic reticulum
resident protein 29 OS=Homo
sapiens GN=ERP29 PE=1
SV=4

26

29

7,31

1,305

DIlAIlL

Epididymis secretory protein
Li 34 OS=Homo sapiens
GN=HEL-S-34 PE=2 SV=1

30

21

7,53

1,304

Q9UQ35

Serine/arginine repetitive
matrix protein 2 OS=Homo
sapiens GN=SRRM2 PE=1
Sv=2

299,4

12,0

1,295

P62310

U6 snRNA-associated Sm-like
protein LSm3 OS=Homo
sapiens GN=LSM3 PE=1
SV=2

33

11,8

4,7

1,294

B2RDES

cDNA, FLJ96580, highly
similar to Homo sapiens
hepatoma-derived growth
factor (high-mobility group
protein 1-like) (HDGF),
MRNA OS=Homo sapiens
PE=2 Sv=1

26

26,8

4,67

1,293

Q13595

Transformer-2 protein
homolog alpha OS=Homo
sapiens GN=TRA2A PE=1
sv=1

32,7

11,2

1,292

P22626

Heterogeneous nuclear
ribonucleoproteins A2/B1
0OS=Homo sapiens
GN=HNRNPA2B1 PE=1
Sv=2

44

11

37,4

8,95

1,285

Q9Y3B9

RRP15-like protein OS=Homo
sapiens GN=RRP15 PE=1
Sv=2

31,5

5,52

1,279

B3KQS9

cDNA PSECO0141 fis, clone
PLACE1005913, highly
similar to Deoxyribonuclease-
2-alpha (EC 3.1.22.1)
0OS=Homo sapiens PE=2 S\VV=1

39,5

8,05

1,275

P26368

Splicing factor U2AF 65 kDa
subunit OS=Homo sapiens
GN=U2AF2 PE=1 SV=4

53,5

9,09

1,271

Q99622

Protein C10 OS=Homo sapiens
GN=C120rf57 PE=1 SV=1

12

13,2

514

1,27
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015347

High mobility group protein
B3 OS=Homo sapiens
GN=HMGB3 PE=1 SV=4

14

2

23

8,37

1,267

AOAQ024R7YS5

Transcription elongation factor
B (SIII), polypeptide 1 (15kDa,
elongin C), isoform CRA a
0OS=Homo sapiens
GN=TCEB1 PE=4 SV=1

12,5

4,78

1,266

A5Y5A3

PC1/MRPS28 fusion protein
0OS=Homo sapiens PE=2 S\VV=1

31,2

6,19

1,265

Q8IVMO

Coiled-coil domain-containing
protein 50 OS=Homo sapiens
GN=CCDC50 PE=1 Sv=1

35,8

6,65

1,26

P39687

Acidic leucine-rich nuclear
phosphoprotein 32 family
member A OS=Homo sapiens
GN=ANP32A PE=1 Sv=1

16

28,6

4,09

1,26

P09382

Galectin-1 OS=Homo sapiens
GN=LGALS1 PE=1 SV=2

13

14,7

55

1,26

E9PQY?2

Prefoldin subunit 4 OS=Homo
sapiens GN=PFDN4 PE=1
Sv=1

20

15,6

4,58

1,258

VIHW43

Epididymis secretory protein
Li 102 OS=Homo sapiens
GN=HEL-S-102 PE=2 SV=1

22,8

6,4

1,257

VIHWK?2

Epididymis luminal protein
114 OS=Homo sapiens
GN=HEL114 PE=2 SV=1

123,7

5,66

1,254

P55081

Microfibrillar-associated
protein 1 OS=Homo sapiens
GN=MFAP1 PE=1 SV=2

11

51,9

4,98

1,253

Q14151

Scaffold attachment factor B2
0OS=Homo sapiens
GN=SAFB2 PE=1 SV=1

107,4

6,16

1,253

G9K388

YWHAE/FAM22A fusion
protein (Fragment) OS=Homo
sapiens
GN=YWHAE/FAM22A
fusion PE=2 SV=1

19

41,2

4,97

1,25

ABMUS3

60S ribosomal protein L23a
0OS=Homo sapiens
GN=RPL23A PE=3 SV=1

16

21,9

10,4

1,25

QIUMXS

Neudesin OS=Homo sapiens
GN=NENF PE=1 SV=1

17

18,8

5,69

1,24

P08579

U2 small nuclear
ribonucleoprotein B"
0OS=Homo sapiens
GN=SNRPB2 PE=1 SV=1

25,5

9,72

1,239

B4EOX1

Beta-2-microglobulin
0OS=Homo sapiens PE=2 S\VV=1

13,9

7,44

1,238

000233

26S proteasome non-ATPase
regulatory subunit 9
0OS=Homo sapiens
GN=PSMD9 PE=1 SV=3

15

247

6,95

1,235

Q16643

Drebrin OS=Homo sapiens
GN=DBN1 PE=1 SV=4

20

714

4,45

1,229
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Q15366

Poly(rC)-binding protein 2
0OS=Homo sapiens
GN=PCBP2 PE=1 SV=1

2

38,6

6,79

1,228

AOAOQ90N8Y?2

Protein disulfide isomerase
related protein (Calcium-
binding protein, intestinal-
related) OS=Homo sapiens
GN=ERP70 PE=4 SV=1

19

10

72,9

5,07

1,225

Q8WW12

PEST proteolytic signal-
containing nuclear protein
0OS=Homo sapiens GN=PCNP
PE=1 SVv=2

15

18,9

7,49

1,225

P46108

Adapter molecule crk
0OS=Homo sapiens GN=CRK
PE=1 SV=2

33,8

5,55

1,224

095881

Thioredoxin domain-
containing protein 12
0OS=Homo sapiens
GN=TXNDC12 PE=1 SV=1

19,2

54

1,217

ABK588

cDNA FLJ76823, highly
similar to Homo sapiens
splicing factor, arginine/serine-
rich 6 (SFRS6), mMRNA
0OS=Homo sapiens PE=2 S\VV=1

18

39,5

114

1,215

H7BZJ3

Protein disulfide-isomerase A3
(Fragment) OS=Homo sapiens
GN=PDIA3 PE=1 SV=1

30

13,5

7,3

1,213

P27348

14-3-3 protein theta OS=Homo
sapiens GN=YWHAQ PE=1
Sv=1

29

21,7

4,78

1,212

Q14257

Reticulocalbin-2 OS=Homo
sapiens GN=RCN2 PE=1
Sv=1

35

36,9

44

1,207

075822

Eukaryotic translation
initiation factor 3 subunit J
0OS=Homo sapiens GN=EIF3J
PE=1 SV=2

18

29

4,83

1,204

AOA024RBF6

HCG26523, isoform CRA _a
0OS=Homo sapiens
GN=hCG_26523 PE=4 SV=1

17,3

10,2

1,202

075940

Survival of motor neuron-
related-splicing factor 30
0OS=Homo sapiens
GN=SMNDC1 PE=1 SV=1

26,7

7,24

1,199

Q01469

Fatty acid-binding protein,
epidermal OS=Homo sapiens
GN=FABP5 PE=1 SV=3

14

15,2

7,01

1,186

VIHWCI

Superoxide dismutase [Cu-Zn]
0OS=Homo sapiens GN=HEL-
S-44 PE=2 SV=1

17

15,9

6,13

1,186

J3QRS3

Myosin regulatory light chain
12A OS=Homo sapiens
GN=MYL12A PE=4 SV=1

20,4

4,75

1,185

Q15691

Microtubule-associated protein
RP/EB family member 1
0OS=Homo sapiens
GN=MAPRE1 PE=1 SV=3

17

30

514

1,184
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Q6ZQN2

cDNA FLJ46846 fis, clone
UTERU3004635, moderately
similar to Neuroblast
differentiation associated
protein AHNAK (Fragment)
0OS=Homo sapiens PE=2 SV=1

1

180,6

6,15

1,183

A8K329

cDNA FLJ76656, highly
similar to Homo sapiens
scaffold attachment factor B
(SAFB), mRNA OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1

102,7

5,44

1,182

Q14473

Beta-globin gene from a
thalassemia patient OS=Homo
sapiens PE=3 SV=1

18,9

6,79

1,181

075643

U5 small nuclear
ribonucleoprotein 200 kDa
helicase OS=Homo sapiens
GN=SNRNP200 PE=1 SV=2

2444

6,06

1,181

075494

Serine/arginine-rich splicing
factor 10 OS=Homo sapiens
GN=SRSF10 PE=1 SV=1

13

31,3

11,2

1,181

E9PAV3

Nascent polypeptide-
associated complex subunit
alpha, muscle-specific form
0OS=Homo sapiens
GN=NACA PE=1 Sv=1

205,3

9,58

1,18

Q99426

Tubulin-folding cofactor B
0OS=Homo sapiens GN=TBCB
PE=1 SV=2

13

27,3

5,15

1,18

J3KTL2

Serine/arginine-rich-splicing
factor 1 OS=Homo sapiens
GN=SRSF1 PE=4 SV=1

35

28,3

10,0

1,175

B4E3P1

cDNA FLJ57036, highly
similar to Homo sapiens
tropomyosin 2 (beta) (TPM2),
transcript variant 2, MRNA
0OS=Homo sapiens PE=2 SV=1

12

34,1

5,05

1,171

Q69YJ7

Putative uncharacterized
protein DKFZp667H197
(Fragment) OS=Homo sapiens
GN=DKFZp667H197 PE=2
Sv=1

100,1

8,91

1,169

Q53SS8

Epididymis secretory protein
Li 85 OS=Homo sapiens
GN=PCBP1 PE=2 SV=1

15

37,5

7,09

1,167

Q9UK45

U6 snRNA-associated Sm-like
protein LSm7 OS=Homo
sapiens GN=LSM7 PE=1
Sv=1

11,6

5,27

1,167

Q14247

Src substrate cortactin
0OS=Homo sapiens GN=CTTN
PE=1 SV=2

29

12

61,5

54

1,166

Q86TA8

Putative uncharacterized
protein DKFZp451M091
0OS=Homo sapiens
GN=DKFZp451M091 PE=2
Sv=1

131,6

591

1,162
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Q9BRL6

Serine/arginine-rich splicing
factor 8 OS=Homo sapiens
GN=SRSF8 PE=1 SV=1

2

32,3

11,7

1,159

P49773

Histidine triad nucleotide-
binding protein 1 OS=Homo
sapiens GN=HINT1 PE=1
SvV=2

11

13,8

6,95

1,158

AOA087WV05

Protein GJA9-MYCBP
0OS=Homo sapiens GN=GJA9-
MYCBP PE=4 SV=1

34

12,7

6,02

1,155

B2R4R9

HCG26477 OS=Homo sapiens
GN=RPS28 PE=2 SVV=1

17

7,8

10,7

1,155

AOAO087TWTP3

Far upstream element-binding
protein 2 OS=Homo sapiens
GN=KHSRP PE=1 SV=1

25

11

73

7,71

1,145

A8K964

cDNA FLJ75071, highly
similar to Homo sapiens pinin,
desmosome associated protein
(PNN), mRNA OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1

81,5

7,37

1,141

P35268

60S ribosomal protein L22
0OS=Homo sapiens
GN=RPL22 PE=1 S\V=2

19

14,8

9,19

1,14

Q53HB7

Diablo isoform 1 variant
(Fragment) OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

18

27,1

6.4

1,132

B2R6A3

Na(+)/H(+) exchange
regulatory cofactor NHE-RF
0OS=Homo sapiens PE=2 S\VV=1

38,9

5,77

1,129

Q15717

ELAV-like protein 1
0OS=Homo sapiens
GN=ELAVL1 PE=1 SV=2

12

36,1

9,17

1,127

I3LOAO

HCG2044781 OS=Homo
sapiens GN=TMEM189-
UBE2V1 PE=4 SV=1

42,2

6,71

1,124

AOAQ023T787

RNA-binding protein 8A
0S=Homo sapiens GN=RBM8
PE=2 SV=1

11

19,9

572

1,122

P49321

Nuclear autoantigenic sperm
protein OS=Homo sapiens
GN=NASP PE=1 SVV=2

85,2

4,3

1,115

Q658U4

Putative uncharacterized
protein DKFZp666D193
0OS=Homo sapiens
GN=DKFZp666D193 PE=2
Sv=1

12

64,1

5,55

1,113

AOAQ024RBR3

Density-regulated protein
0OS=Homo sapiens GN=DENR
PE=3 SV=1

22,1

53

1,113

Q5VXV3

SET OS=Homo sapiens
GN=SET PE=2 SV=1

23

33,5

4,32

1,11

Q16629

Serine/arginine-rich splicing
factor 7 OS=Homo sapiens
GN=SRSF7 PE=1 Sv=1

18

27,4

11,8

1,108

E9PB61

THO complex subunit 4
0OS=Homo sapiens
GN=ALYREF PE=1 SV=1

11

27,5

11,0

1,104
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P52815

39S ribosomal protein L12,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=MRPL12 PE=1
SvV=2

18

4

21,3

8,87

1,099

Q6NS36

Ferritin (Fragment) OS=Homo
sapiens GN=FTH1 PE=2
Sv=1

26,2

6,52

1,099

AOAQ024R417

Leucine zipper and
CTNNBIP1 domain
containing, isoform CRA_a
0OS=Homo sapiens GN=LZIC
PE=4 SV=1

16

215

4,94

1,098

Q99497

Protein DJ-1 OS=Homo
sapiens GN=PARK7 PE=1
Sv=2

23

19,9

6,79

1,096

P61956

Small ubiquitin-related
modifier 2 OS=Homo sapiens
GN=SUMO2 PE=1 SV=3

23

10,9

55

1,096

VIOHW12

Epididymis secretory sperm
binding protein Li 2a
0OS=Homo sapiens GN=HEL-
S-2a PE=2 SV=1

32

21,9

5,97

1,094

Q13435

Splicing factor 3B subunit 2
0OS=Homo sapiens GN=SF3B2
PE=1 SV=2

100,2

5,67

1,093

P99999

Cytochrome ¢ OS=Homo
sapiens GN=CYCS PE=1
SvV=2

21

11,7

9,57

1,081

D97GG2

Vitronectin OS=Homo sapiens
GN=VTN PE=4 SV=1

54,3

58

1,081

P50402

Emerin OS=Homo sapiens
GN=EMD PE=1 SVv=1

29

55

1,08

Q14444

Caprin-1 OS=Homo sapiens
GN=CAPRIN1 PE=1 SV=2

78,3

5,25

1,08

AO0A024R608

Ribosomal protein, large, P1,
isoform CRA_a OS=Homo
sapiens GN=RPLP1 PE=3
sv=1

14

11,5

4,32

1,074

AOAO87TWYRS3

Tumor protein D54 OS=Homo
sapiens GN=TPD52L2 PE=1
sv=1

21

23,8

6,55

1,07

ABKG690

cDNA FLJ76863, highly
similar to Homo sapiens stress-
induced-phosphoprotein 1
(Hsp70/Hsp90-organizing
protein) (STIP1), mRNA
0OS=Homo sapiens PE=2 S\VV=1

16

62,6

6,8

1,065

P19338

Nucleolin OS=Homo sapiens
GN=NCL PE=1 SV=3

26

16

76,6

47

1,063

P63104

14-3-3 protein zeta/delta
0OS=Homo sapiens
GN=YWHAZ PE=1 SV=1

47

21,7

4,79

1,062

075937

DnaJ homolog subfamily C
member 8 OS=Homo sapiens
GN=DNAJC8 PE=1 S\V=2

21

29,8

9,06

1,06
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Q6UN15

Pre-mRNA 3'-end-processing
factor FIP1 OS=Homo sapiens
GN=FIP1L1 PE=1 SV=1

2

66,5

5,59

1,056

AOA087WSV8

Nucleobindin 2, isoform
CRA _bh OS=Homo sapiens
GN=NUCB2 PE=4 SV=1

50,2

512

1,054

PO7737

Profilin-1 OS=Homo sapiens
GN=PFN1 PE=1 S\V=2

40

15

8,27

1,053

Q13283

Ras GTPase-activating protein-
binding protein 1 OS=Homo
sapiens GN=G3BP1 PE=1
sv=1

52,1

5,52

1,052

ABK3M9

cDNA FLJ76387, highly
similar to Homo sapiens
splicing factor, arginine/serine-
rich 9 (SFRS9), mRNA
0OS=Homo sapiens PE=2 S\VV=1

18

25,5

8,65

1,049

B3V096

BetaCstF-64 variant 2
0OS=Homo sapiens
GN=CSTF2 PE=2 SV=1

62,9

6,87

1,048

K7ELJ7

Calpain small subunit 1
0OS=Homo sapiens
GN=CAPNS1 PE=1 SV=1

29,4

531

1,048

VIHWG3

Epididymis secretory sperm
binding protein Li 97n
0OS=Homo sapiens GN=HEL-
S-97n PE=2 SV=1

30,5

6,29

1,042

Q8N1C8

HSPAQ protein (Fragment)
0OS=Homo sapiens
GN=HSPA9 PE=2 SV=1

22

11

73,8

6,37

1,04

P54727

UV excision repair protein
RAD23 homolog B OS=Homo
sapiens GN=RAD23B PE=1
Sv=1

25

43,1

4,84

1,036

Q76LAL

CSTB protein OS=Homo
sapiens GN=CSTB PE=2
sv=1

24

111

7,56

1,033

Q16630

Cleavage and polyadenylation
specificity factor subunit 6
0OS=Homo sapiens
GN=CPSF6 PE=1 SV=2

59,2

7,15

1,032

F8WO031

Uncharacterized protein
(Fragment) OS=Homo sapiens
PE=4 SV=1

17

29,2

7,01

1,031

P25398

40S ribosomal protein S12
0OS=Homo sapiens GN=RPS12
PE=1 SV=3

31

14,5

7,21

1,03

P42166

Lamina-associated polypeptide
2, isoform alpha OS=Homo
sapiens GN=TMPO PE=1
Sv=2

75,4

7,66

1,029

Q96D15

Reticulocalbin-3 OS=Homo
sapiens GN=RCN3 PE=1
Sv=1

20

37,5

4,89

1,024

B4DJQ5

cDNA FLJ59211, highly
similar to Glucosidase 2

13

60,1

4,42

1,022
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subunit beta OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1

Q13151

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein AQ
0OS=Homo sapiens
GN=HNRNPAOQ PE=1 SV=1

12

30,8

9,29

1,022

S4R3H4

Apoptotic chromatin
condensation inducer in the
nucleus OS=Homo sapiens
GN=ACIN1 PE=1 SV=1

145,4

1,021

E7ETY?2

Treacle protein OS=Homo
sapiens GN=TCOF1 PE=1
Sv=1

152,2

8,85

1,016

000273

DNA fragmentation factor
subunit alpha OS=Homo
sapiens GN=DFFA PE=1
Sv=1

15

36,5

4,79

1,014

P30049

ATP synthase subunit delta,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=ATP5D PE=1
Sv=2

14

17,5

5,49

1,013

Q53H88

Dynactin 2 variant (Fragment)
0OS=Homo sapiens PE=2 SV=1

12

44,8

512

1,013

P11279

Lysosome-associated
membrane glycoprotein 1
0OS=Homo sapiens
GN=LAMP1 PE=1 SV=3

44,9

8,75

1,013

Q99471

Prefoldin subunit 5 OS=Homo
sapiens GN=PFDN5 PE=1
SvV=2

34

17,3

6,33

1,01

ABK7Q1

cDNA FLJ77770, highly
similar to Homo sapiens
nucleobindin 1 (NUCBL),
MRNA OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

14

53,9

5,25

1,007

E5RJRS

S-phase kinase-associated
protein 1 OS=Homo sapiens
GN=SKP1 PE=1 SVv=1

16

18,7

4,7

1,004

QINWQS

Phosphoprotein associated
with glycosphingolipid-
enriched microdomains 1
0OS=Homo sapiens GN=PAG1
PE=1 SV=2

47

4,65

1,001

P62979

Ubiquitin-40S ribosomal
protein S27a OS=Homo
sapiens GN=RPS27A PE=1
Sv=2

30

18

9,64

0,993

Q9H444

Charged multivesicular body
protein 4b OS=Homo sapiens
GN=CHMP4B PE=1 SV=1

24,9

4,82

0,993

B3KNB4

cDNA FLJ14168 fis, clone
NT2RP2001440, highly
similar to 14-3-3 protein
gamma OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

20

28,2

4,89

0,99
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P84098

60S ribosomal protein L19
0OS=Homo sapiens
GN=RPL19 PE=1 SV=1

1

23,5

11,4

0,989

AO0A024R035

Complement component 9,
isoform CRA_a OS=Homo
sapiens GN=C9 PE=4 SV=1

63,2

5,52

0,989

Q8WUW1

Protein BRICK1 OS=Homo
sapiens GN=BRK1 PE=1
Sv=1

15

8,7

5,45

0,988

B2R6J2

cDNA, FLJ92973, highly
similar to Homo sapiens villin
2 (ezrin) (VIL2), mMRNA
0OS=Homo sapiens PE=2 S\VV=1

69,4

6,27

0,986

B2R761

cDNA, FLJ93299, highly
similar to Homo sapiens sterol
carrier protein 2 (SCP2),
MRNA OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

59

7,05

0,984

B2RDE1

cDNA, FLJ96568, highly
similar to Homo sapiens
tropomyosin 3 (TPM3),
MRNA OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

25

29

4,75

0,973

pP27824

Calnexin OS=Homo sapiens
GN=CANX PE=1 SV=2

67,5

4,6

0,972

P20674

Cytochrome c oxidase subunit
5A, mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=COX5A PE=1
SV=2

31

16,8

6,79

0,971

VOHWC7

Epididymis secretory sperm
binding protein Li 128m
0OS=Homo sapiens GN=HEL-
S-128m PE=2 SV=1

25

6,38

0,969

Q9H3K6

BolA-like protein 2 OS=Homo
sapiens GN=BOLA2 PE=1
sv=1

10

10,1

6,52

0,968

P67936

Tropomyosin alpha-4 chain
0OS=Homo sapiens GN=TPM4
PE=1 SV=3

25

28,5

4,69

0,967

QY59

Mitochondrial import inner
membrane translocase subunit
Tim8 B OS=Homo sapiens
GN=TIMMS8B PE=1 SVv=1

30

9,3

512

0,961

B1AVUS

Saposin-D OS=Homo sapiens
GN=PSAP PE=1 SVv=1

61,7

5,22

0,95

B2R4P2

cDNA, FLJ92164, highly
similar to Homo sapiens
peroxiredoxin 1 (PRDX1),
MRNA OS=Homo sapiens
PE=2 Sv=1

24

22,2

8,38

0,95

VOHWB4

Epididymis secretory sperm
binding protein Li 89n
0OS=Homo sapiens GN=HEL-
S-89n PE=2 SV=1

33

15

72,3

5,16

0,948

Q8WVX7

Ribosomal protein S19
(Fragment) OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

26

17,3

10,5

0,948
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P54725

UV excision repair protein
RAD23 homolog A OS=Homo
sapiens GN=RAD23A PE=1
sv=1

11

2

39,6

4,58

0,947

B2R665

cDNA, FLJ92810, highly
similar to Homo sapiens
protein phosphatase 1G
(formerly 2C), magnesium-
dependent, gamma isoform
(PPM1G), mRNA OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1

59,2

4,36

0,945

ABKIA4

cDNA FLJ75154, highly
similar to Homo sapiens
heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein C (C1/C2),
MRNA OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

23

33,6

5,14

0,941

B2RDQ3

cDNA, FLJ96718, highly
similar to Homo sapiens
splicing factor, arginine/serine-
rich 10 (transformer 2
homolog, Drosophila)
(SFRS10), mRNA OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1

11

33,7

11,2

0,937

P30048

Thioredoxin-dependent
peroxide reductase,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=PRDX3 PE=1
Sv=3

21

21,7

7,78

0,936

ABK9UO0

cDNA FLJ78260, highly
similar to Homo sapiens RNA
binding motif protein 4,
MRNA OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

40,3

7,08

0,934

AOAQ024R7T3

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein F, isoform
CRA_a OS=Homo sapiens
GN=HNRPF PE=4 SV=1

25

45,6

5,58

0,928

B4DTEG6

cDNA FLJ56243, highly
similar to Melanoma-
associated antigen 4
0OS=Homo sapiens PE=2 SVV=1

12

37,8

4,73

0,925

Q15084

Protein disulfide-isomerase A6
0OS=Homo sapiens
GN=PDIA6 PE=1 SV=1

23

48,1

5,08

0,922

13L504

Eukaryotic translation
initiation factor 5A-1
0OS=Homo sapiens GN=EIF5A
PE=1Sv=1

28

20,5

5,25

0,921

Q06323

Proteasome activator complex
subunit 1 OS=Homo sapiens
GN=PSME1 PE=1 SV=1

28,7

6,02

0,92

B2RDWO

cDNA, FLJ96792, highly
similar to Homo sapiens
calmodulin 2 (phosphorylase
kinase, delta) (CALM2),

40

16,8

4,22

0,917
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mRNA OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

Q15293

Reticulocalbin-1 OS=Homo
sapiens GN=RCN1 PE=1
Sv=1

23

38,9

0,917

B1AHD1

NHP2-like protein 1
0OS=Homo sapiens
GN=NHP2L1 PE=1 SV=1

14,6

8,46

0,917

Q99674

Cell growth regulator with EF
hand domain protein 1
0OS=Homo sapiens
GN=CGREF1 PE=2 S\V=2

31,9

4,42

0,915

B776Z4

Myosin light polypeptide 6
0OS=Homo sapiens GN=MYL6
PE=1 Sv=1

19

26,7

5,08

0,912

ESRJD8

Tubulin-specific chaperone A
0OS=Homo sapiens GN=TBCA
PE=1 SV=1

32

14,3

5,12

0,91

Q8N129

Protein canopy homolog 4
0OS=Homo sapiens
GN=CNPY4 PE=2 SVV=1

15

28,3

4,64

0,909

BOLPF3

Growth factor receptor-bound
protein 2 OS=Homo sapiens
GN=GRB2 PE=2 SV=1

18

25,2

6,32

0,908

QIUMSO

NFU1 iron-sulfur cluster
scaffold homolog,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=NFU1 PE=1
SvV=2

10

28,4

5,07

0,907

VOHWE1

Epididymis luminal protein
113 OS=Homo sapiens
GN=HEL113 PE=2 SV=1

42

19

53,6

5,12

0,904

Q5EC54

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein K transcript
variant OS=Homo sapiens
GN=HNRPK PE=2 SV=1

21

51

5,33

0,895

B3KN49

cDNA FLJ13562 fis, clone
PLACE1008080, highly
similar to Homo sapiens
hexamethylene bis-acetamide
inducible 1 (HEXIM1), mRNA
0OS=Homo sapiens PE=2 S\VV=1

40,6

4,89

0,881

B3KQF5

cDNA FLJ9038L1 fis, clone
NT2RP2005035, highly
similar to Calumenin
0OS=Homo sapiens PE=2 S\VV=1

38

10

37

4,67

0,88

P61604

10 kDa heat shock protein,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=HSPE1 PE=1
SvV=2

59

10,9

8,92

0,879

AOA024RBH2

Cytoskeleton-associated
protein 4, isoform CRA_c
0OS=Homo sapiens
GN=CKAP4 PE=4 SV=1

12

66

5,92

0,878

Q6IPIL

Ribosomal protein L29
0OS=Homo sapiens
GN=RPL29 PE=2 SV=1

14

17,9

11,6

0,877
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Q9C005

Protein dpy-30 homolog
0OS=Homo sapiens
GN=DPY30 PE=1 SV=1

27

3

11,2

4,88

0,876

G8JLB6

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein H
0OS=Homo sapiens
GN=HNRNPH1 PE=1 SV=1

21

51,2

6,8

0,87

AOAOAOMRIO

Cyclin-dependent kinase
inhibitor 2A, isoforms 1/2/3
0OS=Homo sapiens
GN=CDKN2A PE=4 SV=1

18,5

11,6

0,87

B7Z6L7

cDNA FLJ61737, moderately
similar to Adrenodoxin-like
protein OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

19,9

5,54

0,87

AOAQ024R1A4

Ubiquitin-conjugating enzyme
E2L 3, isoform CRA _a
0OS=Homo sapiens
GN=UBE2L3 PE=3 SV=1

36

17,9

8,51

0,867

VOHWEOQ

Annexin OS=Homo sapiens
GN=HEL-S-7 PE=2 SV=1

35,9

5,05

0,849

AOA024R0OL6

Platelet-activating factor
acetylhydrolase, isoform Ib,
gamma subunit 29kDa,
isoform CRA_a OS=Homo
sapiens GN=PAFAH1B3
PE=4 SV=1

25,7

6,84

0,849

P60174

Triosephosphate isomerase
0OS=Homo sapiens GN=TPI1
PE=1 SV=3

34

30,8

5,92

0,847

Q9BRK5

45 kDa calcium-binding
protein OS=Homo sapiens
GN=SDF4 PE=1 SV=1

41,8

4,86

0,845

Q07021

Complement component 1 Q
subcomponent-binding protein,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=C1QBP PE=1
Sv=1

26

31,3

4,84

0,844

A0A024QZK8

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein H3 (2H9),
isoform CRA_a OS=Homo
sapiens GN=HNRPH3 PE=4
Sv=1

14

36,9

6,87

0,843

P62851

40S ribosomal protein S25
0OS=Homo sapiens GN=RPS25
PE=1 Sv=1

22

13,7

10,1

0,834

P10809

60 kDa heat shock protein,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=HSPD1 PE=1
Sv=2

27

11

61

5,87

0,831

P13473

Lysosome-associated
membrane glycoprotein 2
0OS=Homo sapiens
GN=LAMP2 PE=1 SV=2

449

5,63

0,824

B4DS05

cDNA FLJ59403, highly
similar to Nucleosome

44,1

4,7

0,815
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assembly protein 1-like 4
0OS=Homo sapiens PE=2 SV=1

B2R8Z8

cDNA, FLJ94136, highly
similar to Homo sapiens
synaptotagmin binding,
cytoplasmic RNA interacting
protein (SYNCRIP), mMRNA
0OS=Homo sapiens PE=2 S\V=1

69,6

8,76

0,814

P30101

Protein disulfide-isomerase A3
0OS=Homo sapiens
GN=PDIA3 PE=1 SV=4

20

56,7

6,35

0,812

P20700

Lamin-B1 OS=Homo sapiens
GN=LMNB1 PE=1 SV=2

11

66,4

5,16

0,809

J3QQ67

60S ribosomal protein L18
(Fragment) OS=Homo sapiens
GN=RPL18 PE=1 SV=1

21,8

11,7

0,807

B2R6S9

cDNA, FLJ93097, highly
similar to Homo sapiens low
density lipoprotein receptor-
related protein associated
protein 1 (LRPAP1), mRNA
0OS=Homo sapiens PE=2 SV=1

41,5

8,92

0,796

X6R4W8

BUB3-interacting and GLEBS
motif-containing protein
ZNF207 OS=Homo sapiens
GN=ZNF207 PE=1 SV=1

52,6

8,47

0,795

B2RD79

Ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

56

5,3

0,788

P60866

40S ribosomal protein S20
0OS=Homo sapiens GN=RPS20
PE=1 SVv=1

19

13,4

9,94

0,769

Q15637

Splicing factor 1 OS=Homo
sapiens GN=SF1 PE=1 S\V=4

10

68,3

8,98

0,762

P30050

60S ribosomal protein L12
0OS=Homo sapiens
GN=RPL12 PE=1 SV=1

15

17,8

9,42

0,762

B7Z2R2

Cytochrome b-c1 complex
subunit 7 OS=Homo sapiens
GN=UQCRB PE=2 SV=1

16

18,7

8,95

0,761

Q13813

Spectrin alpha chain, non-
erythrocytic 1 OS=Homo
sapiens GN=SPTAN1 PE=1
Sv=3

284,4

5,35

0,754

P14625

Endoplasmin OS=Homo
sapiens GN=HSP90B1 PE=1
Sv=1

20

14

92,4

4,84

0,753

015511

Actin-related protein 2/3
complex subunit 5 OS=Homo
sapiens GN=ARPC5 PE=1
Sv=3

16,3

5,67

0,742

P56385

ATP synthase subunit e,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=ATP5| PE=1
Sv=2

25

7,9

9,35

0,735

QOY3F4

Serine-threonine kinase
receptor-associated protein

38,4

512

0,735
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0OS=Homo sapiens
GN=STRAP PE=1 SV=1

P16401

Histone H1.5 OS=Homo
sapiens GN=HIST1H1B PE=1
Sv=3

22,6

10,9

0,727

Q8WXD5

Gem-associated protein 6
0OS=Homo sapiens
GN=GEMING6 PE=1 SV=1

18,8

5,12

0,726

Q9P287

BRCA2 and CDKN1A-
interacting protein OS=Homo
sapiens GN=BCCIP PE=1
sv=1

36

4,61

0,725

P12270

Nucleoprotein TPR OS=Homo
sapiens GN=TPR PE=1 SV=3

267,1

5,02

0,717

P30044

Peroxiredoxin-5, mitochondrial
0OS=Homo sapiens
GN=PRDX5 PE=1 SV=4

23

22,1

8,7

0,713

Q9Y2U8

Inner nuclear membrane
protein Manl OS=Homo
sapiens GN=LEMD3 PE=1
Sv=2

99,9

7,55

0,707

P23528

Cofilin-1 OS=Homo sapiens
GN=CFL1 PE=1 SV=3

40

18,5

8,09

0,699

075947

ATP synthase subunit d,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=ATP5H PE=1
Sv=3

22

18,5

5,3

0,689

Q549M8

CLE7 OS=Homo sapiens
GN=C140rf166 PE=2 SV=1

24

28,1

6,65

0,681

P05556

Integrin beta-1 OS=Homo
sapiens GN=ITGB1 PE=1
Sv=2

88,4

5,39

0,68

Q59GY2

Ribosomal protein L4 variant
(Fragment) OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

49

11,0

0,68

VIHW88

Calreticulin, isoform CRA_b
0OS=Homo sapiens GN=HEL-
S-99n PE=2 SV=1

33

10

48,1

4,44

0,672

ABK486

Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

11

18

6,9

0,672

P46937

Transcriptional coactivator
YAP1 OS=Homo sapiens
GN=YAP1 PE=1 SV=2

54,4

517

0,669

P23284

Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase B OS=Homo
sapiens GN=PPIB PE=1 SV=2

16

23,7

9,41

0,666

P16402

Histone H1.3 OS=Homo
sapiens GN=HIST1H1D PE=1
SV=2

15

22,3

11,0

0,664

QINZ23

Drug-sensitive protein 1
0OS=Homo sapiens GN=YA61
PE=2 Sv=1

20

14,9

75

0,663

A2A3R6

40S ribosomal protein S6
0OS=Homo sapiens GN=RPS6
PE=2 Sv=1

28,7

10,8

0,661
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Q32P28

Prolyl 3-hydroxylase 1
0OS=Homo sapiens
GN=LEPRE1 PE=1 SV=2

1

83,3

5,14

0,659

P26373

60S ribosomal protein L13
0OS=Homo sapiens
GN=RPL13 PE=1 SV=4

24,2

11,6

0,653

A4D1WS

Ependymin related protein 1
(Zebrafish), isoform CRA _b
0OS=Homo sapiens GN=UCC1
PE=4 SV=1

38,1

9,58

0,639

ABK2N3

cDNA FLJ76080, highly
similar to Homo sapiens
calpain 13 (CAPN13), mRNA
0OS=Homo sapiens PE=2 SVV=1

76,7

7,37

0,635

AOA087X0X3

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein M
0OS=Homo sapiens
GN=HNRNPM PE=1 SV=1

77,5

8,78

0,631

B7Z4C8

60S ribosomal protein L31
0OS=Homo sapiens
GN=RPL31 PE=2 SV=1

15,1

10,3

0,628

Q61B11

PGRMCL1 protein OS=Homo
sapiens GN=PGRMC1 PE=2
sv=1

24

21,7

4,7

0,628

VIOHW31

ATP synthase subunit beta
0OS=Homo sapiens GN=HEL-
S-271 PE=2 SV=1

17

56,5

54

0,617

AO0A024R2P0

40S ribosomal protein SA
0OS=Homo sapiens GN=RPSA
PE=3 SV=1

19

32,8

4,87

0,615

VOHWI3

Cathepsin D (Lysosomal
aspartyl peptidase), isoform
CRA_a OS=Homo sapiens
GN=HEL-S-130P PE=2 SV=1

445

6,54

0,61

P62917

60S ribosomal protein L8
0OS=Homo sapiens GN=RPLS8
PE=1 SV=2

28

11,0

0,608

AOA087X1Z3

Proteasome activator complex
subunit 2 OS=Homo sapiens
GN=PSME2 PE=1 SV=1

29,1

6,71

0,598

Q05519

Serine/arginine-rich splicing
factor 11 OS=Homo sapiens
GN=SRSF11 PE=1 SV=1

53,5

10,5

0,598

F5GXR3

Parathymosin OS=Homo
sapiens GN=PTMS PE=1
Sv=1

11

12,1

11

0,595

P07900

Heat shock protein HSP 90-
alpha OS=Homo sapiens
GN=HSP90AALl PE=1 SV=5

84,6

5,02

0,573

AOA0B7TWVQ
6

Clathrin heavy chain
0OS=Homo sapiens GN=CLTC
PE=3 Sv=1

191,9

5,69

0,57

P62269

40S ribosomal protein S18
0OS=Homo sapiens GN=RPS18
PE=1 SV=3

13

17,7

10,9

0,563
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P63261

Actin, cytoplasmic 2
0OS=Homo sapiens
GN=ACTG1 PE=1 Sv=1

24

6

41,8

5,48

0,562

F5H5D3

Tubulin alpha-1C chain
0OS=Homo sapiens
GN=TUBAI1C PE=1 SV=1

26

57,7

5,07

0,56

P08238

Heat shock protein HSP 90-
beta OS=Homo sapiens
GN=HSP90AB1 PE=1 SV=4

19

83,2

5,03

0,553

Q8TEO1

DERP12 (Dermal papilla
derived protein 12) OS=Homo
sapiens GN=derp12 PE=2
sv=1

38,2

6,58

0,553

P50990

T-complex protein 1 subunit
theta OS=Homo sapiens
GN=CCT8 PE=1 SV=4

59,6

5,6

0,551

VIHW22

Epididymis luminal protein 33
0OS=Homo sapiens GN=HEL-
S-72p PE=2 SV=1

25

70,9

5,52

0,55

QI6PK6

RNA-binding protein 14
0OS=Homo sapiens
GN=RBM14 PE=1 SVV=2

69,4

9,67

0,54

B7Z7U0

cDNA FLJ61739, highly
similar to Serine/arginine
repetitive matrix protein 1
0OS=Homo sapiens PE=2 SVV=1

103,7

11,8

0,534

P54819

Adenylate kinase 2,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=AK?2 PE=1 SVV=2

26,5

7,81

0,534

AOA024R6WO0

Aspartate aminotransferase
0OS=Homo sapiens GN=GOT?2
PE=3 SV=1

474

9,01

0,534

K7ERQS8

Uncharacterized protein
(Fragment) OS=Homo sapiens
PE=3 SV=1

31,4

7,42

0,533

Q6IPH7

RPL14 protein OS=Homo
sapiens GN=RPL14 PE=2
sv=1

23,8

10,9

0,529

B4E284

cDNA FLJ51188, highly
similar to N-
acetylglucosamine-6-sulfatase
(EC3.1.6.14) OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1

65,8

8,07

0,524

P30084

Enoyl-CoA hydratase,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=ECHS1 PE=1
Sv=4

31,4

8,07

0,515

B2R5W3

cDNA, FLJ92658, highly
similar to Homo sapiens poly
(ADP-ribose) polymerase
family, member 1 (PARP1),
MRNA OS=Homo sapiens
PE=2 Sv=1

113

8,88

0,514

P06899

Histone H2B type 1-J
0OS=Homo sapiens
GN=HIST1H2BJ PE=1 SV=3

26

13,9

10,3

0,512
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J3KPF3

4F2 cell-surface antigen heavy
chain OS=Homo sapiens
GN=SLC3A2 PE=4 SV=1

1

68,1

5,05

0,512

P62424

60S ribosomal protein L7a
0OS=Homo sapiens
GN=RPL7A PE=1 SV=2

30

10,6

0,511

P23396

40S ribosomal protein S3
0OS=Homo sapiens GN=RPS3
PE=1 SV=2

26,7

9,66

0,505

B2RAQS8

cDNA, FLJ95058, highly
similar to Homo sapiens
carnitine palmitoyltransferase
1A (liver) (CPT1A),nuclear
gene encoding mitochondrial
protein, MRNA OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1

88,3

8,59

0,505

AOAQ024R5Z7

Annexin OS=Homo sapiens
GN=ANXA2 PE=3 SV=1

38,6

7,75

0,495

A8K401

Prohibitin, isoform CRA _a
0OS=Homo sapiens GN=PHB
PE=2 SV=1

19

29,8

5,76

0,494

A0A024R5Z79

Pyruvate kinase OS=Homo
sapiens GN=PKM2 PE=3
sv=1

12

58

7,71

0,489

P62805

Histone H4 OS=Homo sapiens
GN=HIST1H4A PE=1 SV=2

43

11,4

11,3

0,487

P02545

Prelamin-A/C OS=Homo
sapiens GN=LMNA PE=1
Sv=1

74,1

7,02

0,485

P12268

Inosine-5'-monophosphate
dehydrogenase 2 OS=Homo
sapiens GN=IMPDH2 PE=1
SvV=2

55,8

6,9

0,48

P28072

Proteasome subunit beta type-6
0OS=Homo sapiens
GN=PSMB6 PE=1 S\VV=4

25,3

4,92

0,478

POCO0S5

Histone H2A.Z OS=Homo
sapiens GN=H2AFZ PE=1
Sv=2

31

13,5

10,5

0,475

AO0AQ024R713

RABSA, member RAS
oncogene family, isoform
CRA_a OS=Homo sapiens
GN=RABS8A PE=3 SV=1

11

23,7

9,07

0,474

I3LOM9

Transcription elongation factor
B polypeptide 2 (Fragment)
0OS=Homo sapiens
GN=TCEB2 PE=1 SV=1

15,6

5,17

0,472

P23246

Splicing factor, proline- and
glutamine-rich OS=Homo
sapiens GN=SFPQ PE=1
Sv=2

76,1

9,44

0,469

A0A024QZF1

HCG19665, isoform CRA _a
0OS=Homo sapiens
GN=hCG_19665 PE=4 SV=1

53,2

531

0,468

Q5SU16

Beta 5-tubulin OS=Homo
sapiens GN=TUBB PE=2
Sv=1

25

49,6

4,89

0,466
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VIHW26

ATP synthase subunit alpha
0OS=Homo sapiens GN=HEL-
S-123m PE=2 SV=1

27

11

59,7

9,13

0,465

H3BN98

Uncharacterized protein
(Fragment) OS=Homo sapiens
PE=4 SV=2

27,2

9,55

0,464

P09661

U2 small nuclear
ribonucleoprotein A'
0OS=Homo sapiens
GN=SNRPA1 PE=1 SV=2

19

28,4

8,62

0,462

p25788

Proteasome subunit alpha type-
3 OS=Homo sapiens
GN=PSMA3 PE=1 SV=2

28,4

5,33

0,461

P62318

Small nuclear
ribonucleoprotein Sm D3
0OS=Homo sapiens
GN=SNRPD3 PE=1 SV=1

13,9

10,3

0,458

P04406

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase OS=Homo
sapiens GN=GAPDH PE=1
Sv=3

18

36

8,46

0,456

QINVI7

ATPase family AAA domain-
containing protein 3A
0OS=Homo sapiens
GN=ATAD3A PE=1 SV=2

71,3

8,98

0,455

B4DR52

Histone H2B OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1

20

18

10,3

0,45

014828

Secretory carrier-associated
membrane protein 3
0OS=Homo sapiens
GN=SCAMP3 PE=1 SV=3

38,3

7,64

0,445

J3KPS3

Fructose-bisphosphate aldolase
0OS=Homo sapiens
GN=ALDOA PE=3 SV=1

39,8

8,09

0,444

P08559

Pyruvate dehydrogenase E1
component subunit alpha,
somatic form, mitochondrial
0OS=Homo sapiens
GN=PDHA1 PE=1 SV=3

43,3

8,06

0,444

Q32Q12

Nucleoside diphosphate kinase
0OS=Homo sapiens
GN=NME1-NME2 PE=2
Sv=1

12

32,6

8,48

0,442

A2A274

Aconitate hydratase,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=ACO2 PE=1
Sv=1

87,8

7,37

0,442

P06733

Alpha-enolase OS=Homo
sapiens GN=ENO1 PE=1
Sv=2

12

471

7,39

0,438

P30626

Sorcin OS=Homo sapiens
GN=SRI PE=1 SV=1

11

21,7

5,59

0,431

095684

FGFR1 oncogene partner
0OS=Homo sapiens
GN=FGFR10OP PE=1 SV=1

43

481

0,43

P13639

Elongation factor 2 OS=Homo
sapiens GN=EEF2 PE=1 SV=4

95,3

6,83

0,426
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P62891

60S ribosomal protein L39
0OS=Homo sapiens
GN=RPL39 PE=1 SV=2

20

1

6,4

12,5

0,426

AO0AQ024RC67

Protein regulator of cytokinesis
1, isoform CRA e OS=Homo
sapiens GN=PRC1 PE=4
Sv=1

71,6

6,57

0,42

P62263

40S ribosomal protein S14
0OS=Homo sapiens GN=RPS14
PE=1 SV=3

16,3

10,0

0,415

A8K761

NADH dehydrogenase
(Ubiquinone) 1 beta
subcomplex, 10, 22kDa,
isoform CRA_b OS=Homo
sapiens GN=NDUFB10 PE=2
Sv=1

20,8

8,48

0,415

Q5U077

L-lactate dehydrogenase
0OS=Homo sapiens GN=LDHB
PE=2 SV=1

18

36,6

6,05

0,414

P52209

6-phosphogluconate
dehydrogenase,
decarboxylating OS=Homo
sapiens GN=PGD PE=1 SV=3

53,1

7,23

0,413

A0A024R1A3

Ubiquitin-activating enzyme
E1 (A1S9T and BN75
temperature sensitivity
complementing), isoform
CRA_a OS=Homo sapiens
GN=UBE1 PE=3 SV=1

117,8

5,76

0,412

Q00839

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein U
0OS=Homo sapiens
GN=HNRNPU PE=1 SV=6

90,5

0,408

A0A024R8WO0O

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box
polypeptide 48, isoform
CRA _a OS=Homo sapiens
GN=DDX48 PE=3 SV=1

46,8

6,73

0,408

Q13405

39S ribosomal protein L49,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=MRPL49 PE=1
Sv=1

16

19,2

9,45

0,406

Q08211

ATP-dependent RNA helicase
A OS=Homo sapiens
GN=DHX9 PE=1 SV=4

140,9

6,84

0,396

Q13158

FAS-associated death domain
protein OS=Homo sapiens
GN=FADD PE=1 SV=1

23,3

5,69

0,396

VOHWE9

Epididymis secretory protein
Li 22 OS=Homo sapiens
GN=HEL-S-22 PE=2 SV=1

42

23,3

5,64

0,391

QoUBS4

DnaJ homolog subfamily B
member 11 OS=Homo sapiens
GN=DNAJB11 PE=1 SV=1

40,5

6,18

0,391

Q59GX6

DEAD/H (Asp-Glu-Ala-
Asp/His) box polypeptide 3
variant (Fragment) OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1

74,5

7,75

0,388
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P68104

Elongation factor 1-alpha 1
0OS=Homo sapiens
GN=EEF1Al PE=1 SV=1

15

7

50,1

9,01

0,387

B4ADMN1

cDNA FLJ61136, highly
similar to Ras-related protein
Rab-11A OS=Homo sapiens
PE=2 Sv=1

28,8

8,38

0,386

P26641

Elongation factor 1-gamma
0OS=Homo sapiens
GN=EEF1G PE=1 SV=3

50,1

6,67

0,386

J3KNF8

Cytochrome b5 type B
0OS=Homo sapiens
GN=CYB5B PE=3 Sv=1

16,7

4,97

0,384

B4E290

cDNA FLJ50039, highly
similar to Homo sapiens solute
carrier family 25, member 24,
transcript variant 1, mRNA
0OS=Homo sapiens PE=2 SV=1

53,3

6,61

0,378

P46776

60S ribosomal protein L27a
0OS=Homo sapiens
GN=RPL27A PE=1 SV=2

16,6

11

0,377

P55060

Exportin-2 OS=Homo sapiens
GN=CSE1L PE=1 SV=3

110,3

577

0,375

P21333

Filamin-A OS=Homo sapiens
GN=FLNA PE=1 SV=4

280,6

6,06

0,373

P05141

ADP/ATP translocase 2
0OS=Homo sapiens
GN=SLC25A5 PE=1 SV=7

32,8

9,69

0,371

ABKTF6

cDNA FLJ78244, highly
similar to Homo sapiens
eukaryotic translation initiation
factor 4A, isoform 1 (EIF4A1),
MRNA OS=Homo sapiens
PE=2 Sv=1

46,1

5,48

0,37

Q59F66

DEAD box polypeptide 17
isoform p82 variant
(Fragment) OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

81

7,93

0,369

QB59H77

T-complex protein 1 subunit
gamma (Fragment) OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1

63,5

6,43

0,367

A0A024R0Q4

Phospholipase D family,
member 3, isoform CRA_b
0OS=Homo sapiens GN=PLD3
PE=4 SV=1

54,7

6,47

0,361

A8K4z4

cDNA FLJ75549, highly
similar to Homo sapiens
ribosomal protein, large, PO
(RPLPOQ), transcript variant 1,
MRNA OS=Homo sapiens
PE=2 SVv=1

34,2

5,97

0,36

ABKGA2

cDNA FLJ77317, highly
similar to Homo sapiens
retinoblastoma binding protein
7 (RBBP7), MRNA OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1

47,38

5,08

0,36
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B5MDF5

GTP-binding nuclear protein
Ran OS=Homo sapiens
GN=RAN PE=4 SV=1

14

3

26,2

7,01

0,358

043175

D-3-phosphoglycerate
dehydrogenase OS=Homo
sapiens GN=PHGDH PE=1
Sv=4

56,6

6,71

0,356

ABMTO02

Small nuclear
ribonucleoprotein-associated
proteins B and B' OS=Homo
sapiens GN=SNRPB PE=1
Sv=3

30

10,1

0,355

E9KL35

Epididymis tissue sperm
binding protein Li 3a
0OS=Homo sapiens PE=2 S\VV=1

351

7,69

0,355

P23526

Adenosylhomocysteinase
0OS=Homo sapiens
GN=AHCY PE=1 SV=4

47,7

6,34

0,352

B4DX78

cDNA FLJ55484, highly
similar to ATP-dependent
RNA helicase DDX39 (EC
3.6.1.-) OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

53,7

59

0,341

A2IRNO

Raichu404X OS=Homo
sapiens GN=Raichu404X
PE=2 SV=1

85

6,92

0,339

Q9Y277

Voltage-dependent anion-
selective channel protein 3
0OS=Homo sapiens

GN=VDAC3 PE=1 SV=1

30,6

8,66

0,339

B4D154

cDNA FLJ56386, highly
similar to Heat shock 70 kDa
protein 1L OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

77,5

8,06

0,336

060936

Nucleolar protein 3 OS=Homo
sapiens GN=NOL3 PE=1
sv=1

243

11,3

0,334

P31930

Cytochrome b-c1 complex
subunit 1, mitochondrial
0OS=Homo sapiens
GN=UQCRC1 PE=1 SV=3

52,6

6,37

0,325

075390

Citrate synthase, mitochondrial
0OS=Homo sapiens GN=CS
PE=1 SV=2

51,7

8,32

0,324

P49419

Alpha-aminoadipic
semialdehyde dehydrogenase
0OS=Homo sapiens
GN=ALDH7A1 PE=1 SV=5

58,5

7,99

0,319

A0A024QY X3

RNA binding motif (RNP1,
RRM) protein 3, isoform
CRA_c OS=Homo sapiens
GN=RBM3 PE=4 SV=1

20

17,2

8,91

0,318

B4DWA7

Serine
hydroxymethyltransferase
0OS=Homo sapiens PE=2 SVV=1

56,3

9,42

0,315

P49411

Elongation factor Tu,
mitochondrial OS=Homo

21

49,5

7,61

0,306
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sapiens GN=TUFM PE=1
SvV=2

ABK3C3

T-complex protein 1 subunit
delta OS=Homo sapiens PE=2
Sv=1

57,9

7,83

0,304

P13804

Electron transfer flavoprotein
subunit alpha, mitochondrial
0OS=Homo sapiens GN=ETFA
PE=1Sv=1

351

8,38

0,294

Q12931

Heat shock protein 75 kDa,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=TRAP1 PE=1
Sv=3

80,1

8,21

0,293

Q9UJUG

Drebrin-like protein OS=Homo
sapiens GN=DBNL PE=1
Sv=1

48,2

5,05

0,29

P29401

Transketolase OS=Homo
sapiens GN=TKT PE=1 SV=3

67,8

7,66

0,29

Q8WXF1

Paraspeckle component 1
0OS=Homo sapiens
GN=PSPC1 PE=1 SV=1

58,7

6,67

0,28

ESKNY5

Leucine-rich PPR-motif
containing OS=Homo sapiens
GN=LRPPRC PE=4 SV=1

157,8

6,13

0,27

A0AQ024R713

Dihydrolipoyl dehydrogenase
0OS=Homo sapiens GN=DLD
PE=3 SV=1

54,1

7,85

0,268

Q99623

Prohibitin-2 OS=Homo sapiens
GN=PHB2 PE=1 SV=2

10

33,3

9,83

0,265

Q13011

Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-
CoA isomerase, mitochondrial
0OS=Homo sapiens GN=ECH1
PE=1 SVv=2

35,8

0,262

AO0A024R056

Guanine nucleotide binding
protein (G protein), beta
polypeptide 1, isoform CRA a
0OS=Homo sapiens GN=GNB1
PE=4 SV=1

37,4

0,26

B4DH02

cDNA FLJ50510, highly
similar to Heat shock 70 kDa
protein 4 OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

94,3

519

0,259

P40926

Malate dehydrogenase,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=MDH2 PE=1
SV=3

12

355

8,68

0,259

A8K4WO0

40S ribosomal protein S3a
0OS=Homo sapiens
GN=RPS3A PE=2 SVv=1

29,9

9,73

0,257

A0A024QZN9

Voltage-dependent anion
channel 2, isoform CRA a
0OS=Homo sapiens
GN=VDAC2 PE=4 SV=1

10

34,5

7,99

0,256

FAZW62

NF45 OS=Homo sapiens PE=2
Sv=1

43

5,26

0,255

P62136

Serine/threonine-protein
phosphatase PP1-alpha

37,5

6,33

0,252
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catalytic subunit OS=Homo
sapiens GN=PPP1CA PE=1
Sv=1

AOA024RACS

Regulator of chromosome
condensation 2, isoform
CRA _a OS=Homo sapiens
GN=RCC2 PE=4 SV=1

56

8,78

0,248

Q5JR94

40S ribosomal protein S8
0OS=Homo sapiens GN=RPS8
PE=2 SV=1

11

24,2

10,3

0,241

QI9H9B4

Sideroflexin-1 OS=Homo
sapiens GN=SFXN1 PE=1
SV=4

35,6

9,07

0,241

B4DJ30

cDNA FLJ61290, highly
similar to Neutral alpha-
glucosidase AB OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1

112,9

6,06

0,24

Q5HON4

Putative uncharacterized
protein DKFZp686L.20222
0OS=Homo sapiens
GN=DKFZp686L20222 PE=4
sv=1

34,8

8,95

0,24

Q92769

Histone deacetylase 2
0OS=Homo sapiens
GN=HDAC?2 PE=1 SV=2

55,3

591

0,236

P26599

Polypyrimidine tract-binding
protein 1 OS=Homo sapiens
GN=PTBP1 PE=1 SV=1

11

57,2

9,17

0,235

P62081

40S ribosomal protein S7
0OS=Homo sapiens GN=RPS7
PE=1 Sv=1

22,1

10,1

0,222

B4DLJ3

cDNA FLJ51495, highly
similar to ADP-ribosylation
factor 5 OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

25,4

7,66

0,221

B7Z8W8

Reticulon OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

112,5

4,96

0,22

B4DPP6

cDNA FLJ54371, highly
similar to Serum albumin
0OS=Homo sapiens PE=2 SV=1

70,3

6,09

0,201

P04843

Dolichyl-
diphosphooligosaccharide--
protein glycosyltransferase
subunit 1 OS=Homo sapiens
GN=RPN1 PE=1 SV=1

68,5

6,38

0,194

pP78371

T-complex protein 1 subunit
beta OS=Homo sapiens
GN=CCT2 PE=1 SV=4

57,5

6,46

0,172

P00338

L-lactate dehydrogenase A
chain OS=Homo sapiens
GN=LDHA PE=1 SV=2

36,7

8,27

0,135

VOHWS80

Epididymis luminal protein
220 OS=Homo sapiens
GN=HEL-S-70 PE=2 SV=1

89,3

5,26

0,123

ABKO0G3

cDNA FLJ78733, highly
similar to Homo sapiens
adaptor-related protein

105,6

5,34

0,118
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complex 2, beta 1 subunit
(AP2B1), transcript variant 1,
mMRNA OS=Homo sapiens
PE=2 Sv=1

AB8K259

cDNA FLJ78501, highly
similar to Homo sapiens serpin
peptidase inhibitor, clade H
(heat shock protein 47),
member 1, (collagen binding
protein 1) (SERPINH1),
MRNA OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

46,5

8,69

0,104

Q9HAV7

GrpE protein homolog 1,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=GRPEL1 PE=1
Sv=2

24,3

8,12

0,09

B2R659

cDNA, FLJ92803, highly
similar to Homo sapiens
hydroxysteroid (17-beta)
dehydrogenase 4 (HSD17B4),
MRNA OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

79,6

8,9

0,088

P62314

Small nuclear
ribonucleoprotein Sm D1
0OS=Homo sapiens
GN=SNRPD1 PE=1 Sv=1

11

13,3

11,5

0,001

P49327

Fatty acid synthase OS=Homo
sapiens GN=FASN PE=1
Sv=3

273,3

6,44

0,001

P51571

Translocon-associated protein
subunit delta OS=Homo
sapiens GN=SSR4 PE=1 SV=1

11

19

6,15

0,001

P24752

Acetyl-CoA acetyltransferase,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=ACAT1 PE=1
sv=1

45,2

8,85

0,001

ABK566

cDNA FLJ78246, highly
similar to Homo sapiens
splicing factor 3a, subunit 3,
60kDa (SF3A3), mRNA
0OS=Homo sapiens PE=2 SVV=1

58,8

5,43

0,001

P62701

40S ribosomal protein S4, X
isoform OS=Homo sapiens
GN=RPS4X PE=1 SV=2

29,6

10,1

0,001

P17987

T-complex protein 1 subunit
alpha OS=Homo sapiens
GN=TCP1 PE=1 SVv=1

60,3

6,11

0,001

Q96G42

Kelch domain-containing
protein 7B OS=Homo sapiens
GN=KLHDC7B PE=2 S\VV=2

63,3

0,001

MOROR2

40S ribosomal protein S5
0OS=Homo sapiens GN=RPS5
PE=1Sv=1

25,3

9,76

0,001

Q9BUA3

Uncharacterized protein
C11orf84 OS=Homo sapiens
GN=C11orf84 PE=1 SV=3

41

5,01

0,001
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B2R7P8

cDNA, FLJ93545, highly
similar to Homo sapiens 5-
aminoimidazole-4-
carboxamide ribonucleotide
formyltransferase/IMP
cyclohydrolase (ATIC),
mMRNA OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

1

64,6

6,8

0,001

P62316

Small nuclear
ribonucleoprotein Sm D2
0OS=Homo sapiens
GN=SNRPD2 PE=1 SV=1

13,5

9,91

0,001

P62277

40S ribosomal protein S13
0OS=Homo sapiens GN=RPS13
PE=1 SV=2

17,2

10,5

0,001

QINVM6

DnaJ homolog subfamily C
member 17 OS=Homo sapiens
GN=DNAJC17 PE=1 SVV=1

34,7

8,53

0,001

VOHWT77

Epididymis luminal protein
211 OS=Homo sapiens
GN=HEL-211 PE=2 SV=1

42,6

5,59

0,001

Q16864

V-type proton ATPase subunit
F OS=Homo sapiens
GN=ATP6V1F PE=1 SV=2

20

13,4

5,52

0,001

Q92499

ATP-dependent RNA helicase
DDX1 OS=Homo sapiens
GN=DDX1 PE=1 SV=2

82,4

7,23

0,001

MOQXB4

Coatomer protein complex,
subunit epsilon, isoform
CRA_g OS=Homo sapiens
GN=COPE PE=4 SV=1

36,9

5,16

0,001
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