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AKCĠĞER KANSERĠ KÖK HÜCRE SEKRETOMLARININ PROTEOMĠK 

ANALĠZĠ 

Fatih ÖMERLĠ 

Erciyes Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü,  

Kök Hücre Bilimleri Anabilim Dalı 

Doktora Tezi, Eylül 2024 

DanıĢman: Dr. Öğr. Üyesi Seçil YILMAZ 

ÖZET 

Akciğer kanseri, özellikle de küçük hücreli dıĢı akciğer kanseri (KHDAK), dünya 

genelinde en fazla ölüme neden olan kanser türlerinden biridir. Kanser kök hücreleri 

(KKH), tümör oluĢumu ve metastaz süreçlerinde kritik bir rol oynayan, kök hücre 

benzeri bir tümör alt popülasyonudur. Bu hücrelerin, diğer tümör hücrelerinden farklı 

genetik ifadeler ve proteomik profillere sahip olduğu düĢünülmektedir. Proteom, bir 

organizmada üretilen tüm proteinlerin toplamını ifade eder ve sabit değildir; 

hücreden hücreye farklılık gösterebilir ve zamanla değiĢir. Sekretom ise hücreler 

tarafından dıĢ ortama salgılanan proteinlerin toplamıdır ve teĢhis, tedavi ve 

biyobelirteç keĢfi için önemli hedefler sunmaktadır. Bu durumda kanser kök 

hücreleri, diğer hücrelerden farklı genetik ifadeleri yani farklı proteomik ifadeleri 

olması beklenir. Sekretomlar, kanser tanı ve tedavi hedefleri ile biyobelirteç keĢfi 

için önem taĢımaktadır. Bu nedenle çalıĢmamızda küçük hücreli dıĢı akciğer kanseri 

olan A549 hücre hattından KKH’leri temsil eden CD133 ve pluripotent kök hücre 

belirteci olan CD326 ifade eden hücreler manyetik olarak aktive edilmiĢ hücre 

ayırma yöntemi ile izole edilmiĢtir.  Ġzole edilen hücrelerin ve parental A549 

hücrelerinin sekretom proteinleri sıvı kromatografi-tandem kütle spektrometri (LC-

MS/MS) yöntemiyle bottom-up proteomik kullanılarak analiz edilmiĢtir. Gruplara ait 

özgün proteinlerin gen ontolojisi zenginleĢtirme analizi ile iĢlevleri belirlenmiĢ, 

ayrıca GEPIA2 kullanılarak tespit ettiğimiz proteinlerin diğer kanser türlerindeki 

varlığı ve ifade oranlarının sağkalım üzerindeki etkisi incelenmiĢtir. Sonuç olarak, 

CD133 pozitif hücrelerin anjiyogenez, mezenkimal KKH farklılaĢması ve hücre 

migrasyonu gibi iĢlevlere katkı sağladığı; CD326 pozitif hücrelerin ise epitelden 

mezenkimale geçiĢ, nöron farklılaĢması ve plasenta morfogenezi gibi iĢlevleri ile 

pluripotent özellik gösterdiği belirlenmiĢtir. Ayrıca, bu hücrelerin metastazda rol 

oynayabileceği de tespit edilmiĢtir. Akciğer kanseri için SERPINE2 ve ADAM10, 

pluripotent KKH’ler için ise YWHAZ ve TRIM28 biyobelirteç adayları olarak 

belirlenmiĢtir. ÇalıĢmamız, CD133 ve CD326 pozitif hücrelerin özgün sekretom 

proteinlerini detaylı bir Ģekilde analiz ederek, KKH’lerin biyolojik iĢlevlerini ve 

potansiyel biyobelirteçlerini belirlemeyi amaçlayan ilk çalıĢmalardan biridir. Bu 

çalıĢmanın sonuçları, akciğer kanserinde kök hücre alt popülasyonlarının sekretom 

proteinlerinin biyobelirteç keĢfindeki potansiyelini ortaya koymaktadır. Ayrıca, elde 

edilen proteinler akciğer kanserinde erken tanı ve tedavi hedeflerinin geliĢtirilmesine 

yönelik gelecekteki araĢtırmalarda kullanılma potansiyeline de sahiptir. 

Anahtar Kelimeler: Kanser Kök Hücresi; Küçük Hücreli DıĢı Akciğer Kanseri; 

Proteomiks; Sekretom. 
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PROTEOMIC ANALYSIS OF LUNG CANCER STEM CELL SECRETOMES 

Fatih ÖMERLĠ 

Erciyes University, Health Sciences Institute,  

Department of Stem Cell Sciences 

Doctoral Thesis, September 2024 

Supervisor: Asst. Prof. Seçil YILMAZ 

ABSTRACT 

Lung cancer, particularly non-small cell lung cancer (NSCLC), is one of the leading 

causes of cancer deaths worldwide. Cancer stem cells (CSCs) are a stem cell-like 

tumor subpopulation that play a critical role in tumorigenesis and metastasis. These 

cells are thought to have genetic expressions and proteomic profiles that differ from 

other tumor cells. Proteome refers to the sum of all proteins produced in an organism 

and is not fixed; it can vary from cell to cell and changes over time. Secretome is the 

sum of proteins secreted by cells to the external environment and offers important 

targets for diagnosis, treatment and biomarker discovery. In this case, cancer stem 

cells are expected to have different genetic expressions, i.e. different proteomic 

expressions, than other cells. Secretomes are important for cancer diagnosis and 

treatment targets and biomarker discovery. Therefore, in our study, cells expressing 

CD133, representing CSCs, and CD326, a pluripotent stem cell marker, were isolated 

from the A549 non-small cell lung cancer cell line using the magnetically activated 

cell separation method. Secretome proteins of the isolated cells and parental A549 

cells were analyzed using bottom-up proteomics using liquid chromatography-

tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). The functions of the unique proteins 

belonging to the groups were determined by gene ontology enrichment analysis. In 

addition, the proteins we identified were detected in other cancer types and the effect 

of their expression rates on survival was examined using GEPIA2. As a result, it was 

determined that CD133 positive cells contribute to functions such as angiogenesis, 

mesenchymal stem cell differentiation and cell migration; CD326 positive cells 

exhibit pluripotent properties with functions such as epithelial-mesenchymal 

transition, neuronal differentiation and placental morphogenesis. It was also 

determined that these cells may play a role in metastasis. SERPINE2 and ADAM10 

were determined as biomarker candidates for lung cancer, and YWHAZ and 

TRIM28 were determined for pluripotent CSCs. Our study is one of the first studies 

aiming to determine the biological functions and potential biomarkers of cancer stem 

cells by analyzing the specific secretome proteins of CD133 and CD326 positive 

cells in detail. The results of this study reveal the potential of secretome proteins of 

cancer stem cell subpopulations in lung cancer in biomarker discovery. In addition, 

the obtained proteins have the potential to be used in future studies aimed at 

developing early diagnosis and treatment targets in lung cancer. 

Keywords: Caner Stem Cell; Non-Small Cell Lung Cancer; Proteomics; Secretome. 



 

vii 

 

 

ĠÇĠNDEKĠLER 

ĠÇ KAPAK ..........................................................................................................................  

BĠLĠMSEL ETĠĞE UYGUNLUK ..................................................................................... i 

YÖNERGEYE UYGUNLUK ONAYI ............................................................................. ii 

KABUL VE ONAY SAYFASI ....................................................................................... iii 

TEġEKKÜR ..................................................................................................................... iv 

ÖZET................................................................................................................................. v 

ABSTRACT ..................................................................................................................... vi 

ĠÇĠNDEKĠLER ............................................................................................................... vii 

KISALTMALAR ve SĠMGELER ................................................................................... ix 

TABLO LĠSTESĠ ............................................................................................................ xii 

ġEKĠL LĠSTESĠ ............................................................................................................. xiii 

1. GĠRĠġ VE AMAÇ ......................................................................................................... 1 

2. GENEL BĠLGĠLER ...................................................................................................... 6 

2.1. Akciğer Kanseri .............................................................................................. 6 

2.2. Kök Hücre ...................................................................................................... 9 

2.2.1. Kanser Kök Hücresi ...................................................................... 10 

2.2. Proteomiks .................................................................................................... 13 

2.2.1. Sekretom ........................................................................................ 15 

2.2.2. Kütle Spektroskopisi ..................................................................... 16 

2.2.3. LC-MS/MS .................................................................................... 17 

2.2.4. Bottom-Up Proteomik ................................................................... 19 

2.3. Biyoinformatik ............................................................................................. 21 

3. GEREÇ VE YÖNTEM ............................................................................................... 24 

3.1. A549 Hücre Hattı Kültürü ............................................................................ 24 

3.2.  A549 Hücre Hattından CD133 Ve CD326 Ġfade Eden Hücrelerin 

Magnetic-Activated Cell Sorting (MACS) Ġle Eldesi ......................................... 25 

3.3. Kontrol, CD133 ve CD326 Ġfade Eden Hücrelerden Sekretom Eldesi ........ 25 

3.4. Bead Üzerindeki Proteinlerin Kütle Spektroskopi Analizine Hazırlanması 26 

3.5. LC-MS/MS Analizi ...................................................................................... 26 

3.6. Verilerin Analizi ........................................................................................... 27 

4. BULGULAR ............................................................................................................... 29 

4.1. A549 Hücre Hattında CD133 Pozitif ve CD326 Pozitif Oranlarının Flow 

Sitometri Analizi ................................................................................................. 29 

4.2. Kontrol Grubu, CD133 Pozitif ve CD326 Pozitif Hücrelerin Sekretom 

Protein Analizi ..................................................................................................... 29 

4.3. Kontrol Grubu Hücrelerin Sekretom Protein Analizi .................................. 31 

4.4. CD326 Pozitif ve CD133 Pozitif Hücre Sekretom Protein Analizi ............. 33 

4.5. CD133 Pozitif ve CD326 Pozitif Hücrelerin Sekretom Proteinlerinin 

LFQ Analizi ......................................................................................................... 38 



 

viii 

 

4.6. GEPIA 2 Kullanılarak Belirlenen Proteinlerin Kanserde Ġfade Düzeyleri ve 

Sağkalım Analizleri…………………………………………………………….46 

5. TARTIġMA ................................................................................................................ 54 

6. SONUÇ VE ÖNERĠLER ............................................................................................ 62 

7. KAYNAKLAR ........................................................................................................... 64 

EKLER 

ÖZGEÇMĠġ 

 

 

 

 

 

 

 



 

ix 

 

KISALTMALAR ve SĠMGELER 

ACN  :Acetonitrile 

ACTB  :Actin, Cytoplasmic 1 

ADAM10 :Disintegrin And Metalloproteinase Domain-Containing Protein 10 

ALDH3A1 :Aldehyde Dehydrogenase, Dimeric NADP-Preferring 

ANG  :Angiogenin 

B4GALT1 :Beta-1,4-Galactosyltransferase 1 

BCAM :Basal Cell Adhesion Molecule 

BSA  :Bovine Serum Albümin 

CALD1 :Caldesmon 

CXCL5 :C-X-C Motif Chemokine 5 

DDX21 :Nucleolar RNA Helicase 2 

DKK1  :Dickkopf-Related Protein 1 

DMEM :Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMSO  :Dimetil Sülfoksit 

DPBS  :Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline 

DPY30 :Protein Dpy-30 Homolog 

EDTA   :Ethylenediaminetetraacetic Acid 

EKH  :Embriyonik Kök Hücreler  

EMT  :Epithelial Mesenchymal Transition / Epitel Mezenkimal GeçiĢ 

FBS  :Fetal Bovine Serum 

FGA  :Fibrinogen Alpha Chain 

FGB  :Fibrinogen Beta Chain 

FGG  :Fibrinogen Gamma Chain 

FN1  :Fibronectin 



 

x 

 

GAPDH :Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase 

GEPIA2 :Gene Expression Profiling Interactive Analysis 

GLOBOCAN :The Global Cancer Observatory 

HKH  :Hematopoietik Kök Hücreler 

HPA  :Human Protein Atlas 

HSPA7 :Putative Heat Shock 70 Kda Protein 7 

IAA  :Indole-3-acetic Acid 

IGFBP  :Insulin-Like Growth Factor-Binding Protein 

iPKH  :ĠndüklenmiĢ Pluripotent Kök Hücrelerde 

KHAK  :Küçük Hücreli Akciğer Kanseri 

KHDAK :Küçük Hücreli DıĢı Akciğer Kanseri 

KICH   :Böbrek Kromofob 

KKH  :Kanser Kök Hücresi 

LAMC1 :Laminin Subunit Gamma-1 

LC  :Sıvı Kromatografi 

LC-MS/MS :Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry / Sıvı 

Kromatografi- Tandem Kütle Spektrometri 

LFQ  :Label-Free Quantitation / Etiketsiz Kantifikasyon 

LGG  :Beyin DüĢük Dereceli Gliom 

LTBP1 :Latent-Transforming Growth Factor Beta-Binding Protein 1 

LUSC   :Akciğer Skuamöz Hücreli Karsinom 

MACS  :Magnetic-Activated Cell Sorting / Manyetik Olarak Aktive EdilmiĢ 

Hücre Ayırma 

MDH2  :Malate Dehydrogenase, Mitochondrial 

MESO  :Mezotelyoma 

MKH  :Mezenkimal Kök Hücre 



 

xi 

 

MS  :Kütle Spektrometrisi 

MS/MS :Tandem Kütle Spektrometri 

MUSE  :Multilineage-Differentiating Stress-Enduring 

NRCAM :Neuronal Cell Adhesion Molecule 

PDAK  :Pankreas Duktal Adenokarsinomu 

PTM  :Post-Translasyonel Modifikasyon 

PTPRK :Receptor-Type Tyrosine-Protein Phosphatase Kappa 

SERPINE2 :Glia-Derived Nexin 

SSEA-3 :Stage-Specific Embryonic Antigen 3 

TCEP   :tris(2-carboxyethyl)phosphine 

TEAB   :Tetraethylammonium Bromide 

TFA  :Trifluoroacetic Acid 

TGFB  :Transforming Growth Factor Beta 

TIMP1  :Metalloproteinase Ġnhibitor 1 

TMSB4X :Thymosin Beta-4 

TRIM28 :Transcription Ġntermediary Factor 1-Beta 

Tris  :Tromethamine 

VTN  :Vitronectin 

WHO  :World Health Organization / Dünya Sağlık Örgütü 

YWHAZ :14-3-3 Protein Zeta/Delta 



 

xii 

 

TABLO LĠSTESĠ 

Tablo 4.1. Hücre Gruplarının Özgün Protein Listesi ..................................................... 30 

Tablo 4.2. Hücre Gruplarının LFQ Analizine Göre Upregüle ve Downregüle Edilen 

Proteinler ...................................................................................................... 39 

 

 

 

 

 

 



 

xiii 

 

ġEKĠL LĠSTESĠ 

ġekil 4.1.  A549 Hücre Hattında CD133 ve CD326 Pozitif Hücrelerin Flow 

Sitometri Analizlerine Göre Oranları ........................................................ 29 

ġekil 4.2.  Hücre Gruplarına Özgü Protein Sayılarının Ven ġeması ġeklinde 

Gösterimi ................................................................................................... 30 

ġekil 4.3.  Kontrol Grubu Hücrelerin Proteinlerinin Gen Ontolojisi Biyolojik Süreç 

ZenginleĢtirme Analizi Sonuçları .............................................................. 32 

ġekil 4.4.  CD133 Pozitif Grubu Hücrelerin Proteinlerinin Gen Ontolojisi 

Biyolojik Süreç ZenginleĢtirme Analizi Sonuçları .................................... 34 

ġekil 4.5.  CD326 Pozitif Grubu Hücrelerin Proteinlerinin Gen Ontolojisi 

Biyolojik Süreç ZenginleĢtirme Analizi Sonuçları .................................... 35 

ġekil 4.6.  CD133 Pozitif Hücre Sekretom Proteinlerinin STRING Network 

Analizi ve Gen Ontolojisi Biyolojik Süreç Analizi ................................... 37 

ġekil 4.7.  CD326 Pozitif Hücre Sekretom Proteinlerinin STRING Network 

Analizi ........................................................................................................ 38 

ġekil 4.8.  CD133 Pozitif Hücrelerin Sekretom Proteinlerinin Kontrol Grubuna 

Göre Ekspresyon Farklılıklarını Gösteren Volkan Grafiği. ....................... 40 

ġekil 4.9.  CD326 Pozitif Hücrelerin Sekretom Proteinlerinin Kontrol Grubuna 

Göre Ekspresyon Farklılıklarını Gösteren Volkan Grafiği. ....................... 41 

ġekil 4.10.  CD326 Pozitif Grubun Upregüle Edilen Proteinlerinin STRING 

Network Analizi. ........................................................................................ 43 

ġekil 4.11.  CD133 Pozitif Grubun Upregüle Edilen Proteinlerinin STRING 

Network Analizi ve Gen Ontolojisi Biyolojik Süreç Analizi. ................... 44 

ġekil 4.12.  CD326 Pozitif Hücre Grubunun Özgün Proteinlerinin Ġfadesinin 

Sağkalım Analizleri. .................................................................................. 45 

ġekil 4.13.  CD326 Pozitif Hücre Grubunun Özgün Proteinlerinin Ġfadesinin Kanser 

Türlerinde Sağkalım Analizleri. ................................................................ 46 

ġekil 4.14.  CD326 Pozitif LFQ Upregüle Proteinlerinin Ġfadesinin Sağkalım 

Analzileri ................................................................................................... 47 

ġekil 4.15.  CD326 Pozitif LFQ Upregüle Proteinlerinin Ġfadesinin Kanser 

Türlerine Göre Sağkalım Analizleri. ......................................................... 48 



 

xiv 

 

 ġekil 4.16.  CD133 Pozitif Hücre Grubunun Özgün Proteinlerinin Ġfadesinin 

Sağkalım Analizleri. .................................................................................. 50 

ġekil 4.17.  CD133 Pozitif Hücre Grubunun Özgün Proteinlerinin Ġfadesinin Kanser 

Türlerinde Sağkalım Analizleri. ................................................................ 51 

ġekil 4.18.  CD133 Pozitif LFQ Upregüle Proteinlerinin Ġfadesinin Sağkalım 

Analizleri   

ġekil 4.19.  CD133 Pozitif LFQ Upregüle Proteinlerinin Ġfadesinin Kanser 

Türlerine Göre Sağkalım Analizleri. ......................................................... 51 



 

1 

 

  

  

 

 

1. GĠRĠġ VE AMAÇ 

Kanser, tümör oluĢumuna ve kötü huylu hücrelerin vücutta potansiyel yayılmasına 

yol açabilen kontrolsüz hücre büyümesi ve çoğalmasıyla karakterize karmaĢık bir 

hastalık grubudur. Kanser anlayıĢı, her biri benzersiz biyolojik özelliklere ve 

davranıĢlara sahip 100'den fazla farklı türü kapsadığı kabulüyle önemli ölçüde 

geliĢmiĢtir. Kanser geliĢiminin altında yatan temel ilkeler arasında çoğalma 

sinyallemesini sürdürmek, büyüme baskılayıcılardan kaçınmak, hücre ölümüne 

direnmek, replikatif ölümsüzlüğü sağlamak, anjiyogenezi baĢlatmak ve istila ve 

metastazı aktive etmek yer alır (Hanahan ve Weinberg, 2011). 

Kanser, biyolojik, çevresel ve yaĢam tarzı faktörlerinin karmaĢık bir etkileĢimiyle 

karakterize edilen önemli bir küresel sağlık sorunu olmaya devam etmektedir. Dünya 

Sağlık Örgütü (WHO) ve çeĢitli kanser kayıtları, farklı bölgelerdeki kanser teĢhisi ve 

ölüm oranlarında endiĢe verici eğilimleri belgelemiĢtir. The Global Cancer 

Observatory (GLOBOCAN) 2020 raporuna göre, dünya çapında yaklaĢık 19,3 

milyon yeni kanser vakası ve yaklaĢık 10 milyon kanser ölümü olmuĢtur ve bu da 

etkili önleme ve tedavi stratejilerine olan acil ihtiyacı vurgulamaktadır (Sung ve ark., 

2021). Meme kanseri 2020'de tahmini 2,3 milyon yeni vaka ile küresel olarak en 

yaygın kanser olarak ortaya çıkarken, akciğer kanseri 1,8 milyon ölüme neden olarak 

kanser ölümlerinin önde gelen nedeni olmaya devam etmektedir (Siegel ve ark., 

2022). 

Bu sağlık sorununun nedeni kanserin biyolojik, çevresel ve yaĢam tarzı faktörlerinin 

karmaĢık bir etkileĢimiyle karakterize edilmesi ve yine karmaĢık Ģekillerde 

etkileĢime giren genetik, çevresel ve biyolojik faktörleri kapsayan çok yönlü 

doğasından kaynaklanmaktadır. Kanser yalnızca bir hastalık koleksiyonu değil, 

çeĢitli hücresel bileĢenler ve yolaklar arasındaki dinamik etkileĢimlerle karakterize 

edilen karmaĢık bir adaptif sistemdir. Bu karmaĢıklık, tümör oluĢumunun çeĢitli 
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mekanizmalarında, kanser hücrelerinin heterojenliğinde ve hastaların tedaviye 

verdiği yanıtlardaki değiĢkenlikte belirgindir (Derbal, 2018). Dahası, kanser 

hastalığının evrimi, terapilere uyum sağlama ve direnç geliĢtirme yeteneğiyle 

belirlenir. Bu uyum yeteneği, tedavi baĢarısızlıklarına yol açabileceği ve aynı anda 

birden fazla yolu hedefleyebilen kombinasyon terapilerinin araĢtırılmasını 

gerektirdiği için kanserin karmaĢıklığının bir iĢaretidir (Lopez ve Banerji, 2017). 

Kanser ayrıca tümör mikroçevresinde çeĢitli hücre tiplerinin varlığından kaynaklanan 

dikkate değer hücresel heterojenliği ile de karakterize edilir. Bu karmaĢıklık yalnızca 

kanserin bir özelliği olmakla kalmaz, aynı zamanda tümör ilerlemesinde, metastazda 

ve terapötik dirençte de önemli bir rol oynar. ÇeĢitli çalıĢmalar, kanser kök hücreleri 

(KKH'ler), bağıĢıklık hücreleri ve stromal bileĢenler dahil olmak üzere farklı hücre 

tiplerinin tümörü Ģekillendirmedeki önemini vurgulamıĢtır. Kanser kök hücreleri, 

kendini yenileme ve çeĢitli hücre tiplerine farklılaĢma yeteneğine sahip tümör 

hücrelerinin bir alt popülasyonudur. Bu durum tümör heterojenliğine ve tekrarına 

katkıda bulunur. KKH hipotezi, bu hücrelerin zorlu koĢullarda hayatta kalmalarını ve 

tedavilerden kaçmalarını sağlayan benzersiz özelliklere sahip oldukları için tümör 

baĢlatma ve yayılımından sorumlu olduğunu ileri sürer (Leder ve ark., 2010). 

AraĢtırmalar, KKH'lerin çevresel ipuçlarına yanıt olarak farklı fenotipler arasında 

geçiĢ yapmalarını sağlayan esneklik gösterebildiğini ve bunun da metastatik 

potansiyelleri ve tedaviye dirençleriyle bağlantılı olduğunu göstermiĢtir (Das ve ark., 

2020). 

Kanser metastazı, kanserle iliĢkili morbidite ve mortaliteye önemli ölçüde katkıda 

bulunan karmaĢık ve çok yönlü bir süreçtir. Metastazın altında yatan mekanizmalar, 

lokal invazyon, intravazasyon, dolaĢım, ekstravazasyon ve uzak organların 

kolonizasyonu dahil olmak üzere bir dizi adımı içerir. Bu adımların her biri, genetik 

değiĢiklikler, tümör mikroçevresi ve konak dokularıyla etkileĢimler dahil olmak 

üzere çeĢitli hücresel ve moleküler faktörlerden etkilenir. Kanser metastazındaki 

kritik mekanizmalardan biri epitel-mezenkimal geçiĢtir (EMT), epitel hücrelerinin 

hücre polaritesini ve yapıĢma özelliklerini kaybettiği ve göç etme ve invaziv 

yetenekler kazandığı bir süreçtir. Bu geçiĢ, kanser hücrelerinin çevre dokulara 

invazyonu ve daha sonra uzak bölgelere yayılması için gereklidir (Park ve ark., 2022; 



 

3 

 

Wang ve ark., 2015). Bu durum kanser kök hücrelerin kendilerine özgün proteomik 

ifadelerinin olduğuna iĢaret etmektedir. 

Proteomik, proteinlerin biyolojik sistemlerdeki iĢlevleri, yapıları ve etkileĢimleri de 

dahil olmak üzere kapsamlı çalıĢmasına odaklanan hızla geliĢen bir alandır. Bu 

disiplin, kütle spektrometrisi ve biyoinformatik gibi teknolojilerdeki geliĢmeler 

nedeniyle önemli bir ivme kazanmıĢtır ve bu da karmaĢık protein karıĢımlarının 

benzeri görülmemiĢ bir ölçekte analiz edilmesini sağlar (Graham ve ark., 2005). 

Kanser proteomiği, kanserle iliĢkili proteinleri tanımlamak ve karakterize etmek için 

geliĢmiĢ proteomik teknolojilerden yararlanan ve böylece tanı, prognoz ve terapötik 

yanıt için yeni biyobelirteçlerin keĢfini kolaylaĢtıran hızla geliĢen bir alandır 

(Hadjidemetriou ve ark., 2019). 

Sekretom, bir hücre, doku veya organizma tarafından hücre dıĢı boĢluğa salgılanan, 

hücreler arası iletiĢimde ve çeĢitli biyolojik süreçlerde önemli bir rol oynayan tüm 

protein setini ifade eder. Bu proteinler, fizyolojik iĢlevleri düzenlemek ve çevresel 

uyaranlara yanıtları iletmek için gerekli olan sitokinler, büyüme faktörleri ve 

enzimler gibi çeĢitli proteinleri içerir (Tran ve Damaser, 2015). Proteomik 

teknolojilerdeki son geliĢmeler, özellikle kanser biyolojisi bağlamında, sekretom 

hakkındaki anlayıĢımızı önemli ölçüde artırmıĢtır. Sekretomlar, tümör mikro 

ortamları, hücre sinyal yolakları ve hastalıklar için potansiyel biyobelirteçler 

hakkında içgörüler ortaya çıkarabilmektedirler (Shevchenko ve ark., 2013). Kanser 

sekretomu, tümör hücreleri tarafından salgılanan karmaĢık bir protein dizisinden 

oluĢur ve kanserin ilerlemesi ile metastazında önemli bir rol oynar. Sekretomun, 

tümör mikroçevresindeki hem kanserli hem de kanserli olmayan hücrelerin 

davranıĢını etkileyebildiği ve böylece tümör büyümesini ve yayılmasını 

kolaylaĢtırdığı belirlenmiĢtir. Örneğin, araĢtırmalar kanser sekretomunun, doku 

protein lokalizasyonunu değiĢtirebileceğini ve bu salgılanan faktörlerin normal 

hücreleri kanserli hücrelere dönüĢtürebileceğini ve böylece tümör geliĢimi için 

destekleyici bir mikroçevreyi teĢvik edebileceğini göstermektedir (Hamilton ve ark., 

2017). 

Bu bilgiler ele alındığın, farklı hücrelerin farklı sekretom profillerinin olması 

beklenir. Kansere neden olan hücreleri üreten kanser kök hücrelerinin, tümör 
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içerisindeki diğer hücrelerden farklı genetik ifadeleri yani farklı proteomiks ifadeleri 

olması beklenir. Bu durumda, kanser heterojesini oluĢturan kanser kök hücreleri ve 

bu hücrelerin sekretom proteinlerinin araĢtırılması bu kök hücrelerin görevleri ve bu 

görevleri nasıl gerçekleĢtirdiklerinin incelenmesi önem arz etmektedir. Ayrıca farklı 

doku kaynaklarından oluĢan kanser hücrelerinin, farklı dokularda metastaz oluĢturma 

kapasitesi, pluripotent kök hücre özelliği gösteren bir kanser kök hücrenin varlığını 

iĢaret etmektedir. Bu çalıĢma, en sık görülen küçük hücreli dıĢı akciğer kanseri 

(KHDAK) türü üzerinde gerçekleĢtirilmiĢ olup, bu amaçla KHDAK modeli olarak 

kullanılan A549 hücre hattı tercih edilmiĢtir. Hücrelerin seçilmesi için manyetik 

olarak aktive edilmiĢ hücre ayırma yöntemi kullanıldı. Parental A549 hücre hattının 

sekretom proteinleri, A549 hücre hattından kanser kök hücresi için standart kabul 

edilen CD133 belirteci ile elde edilen hücrelerin sekretom proteinleri ve yine A549 

hücre hattından kök hücreler için pluripotent belirteci kabul edilen CD326 (EpCAM) 

belirteci kullanılarak elde edilen hücrelerin sekretom proteinleri LS-MS/MS yöntemi 

ile belirlenmiĢtir. 

Bu çalıĢmanın amacı, küçük hücreli dıĢı akciğer kanseri hücre hattında CD133 ve 

CD326 (EpCAM) pozitif hücrelerin özgün sekretom proteinlerini analiz ederek, bu 

hücrelerin biyolojik iĢlevlerini ve kanserle iliĢkili özelliklerini anlamaktır. Bu 

analizler, potansiyel biyobelirteçlerin belirlenmesine ve erken tanı ile tedavi 

hedeflerinin geliĢtirilmesine katkı sağlamayı hedeflemektedir. Bu çalıĢma, küçük 

hücreli dıĢı akciğer kanserinde CD133 ve CD326 (EpCAM) pozitif hücrelerin özgün 

sekretom proteinlerini detaylı bir Ģekilde analiz ederek, kanser kök hücrelerinin 

biyolojik iĢlevlerini ve potansiyel biyobelirteçlerini belirlemeyi amaçlayan ilk 

çalıĢmalardan biridir. KHDAK üzerinde çeĢitli protein analizleri yapılmıĢ olmasına 

rağmen, farklı alt popülasyonlara ait özgün proteinlerin kapsamlı iĢlev ve 

özelliklerinin incelendiği bir çalıĢmaya, mevcut literatürde rastlanmamıĢtır.  

Bulunan proteinler arasından 3 gruba özgü olanlar tespit edilmiĢ ve bu proteinlerin 

fonksiyonları Gen Ontolojisi ZenginleĢtirme Analizi (Gene Ontology Enrichment 

Analysis) yöntemi kullanılarak belirlenmiĢtir. Bu proteinlerin oluĢturduğu bağlantılar 

ve bunların iĢlevleri de STRING-db kullanılarak analiz edilmiĢtir. Ayrıca etiketsiz 

kantifikasyon yöntemi ile hücre gruplarının parental gruba göre daha fazla sekrete 

ettikleri proteinler yine STRING-db kullanılarak analiz edilmiĢtir. Belirlenen 
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proteinlerin ifadelerinin akciğer kanserinde ve diğer kanser türlerinde sağkalımı nasıl 

etkilediği GEPIA 2 ile incelenmiĢtir. Bu çalıĢma ve analizlerle yalnızca farklı kanser 

kök hücre gruplarının varlığı ve fonksiyonlarının tespiti değil, aynı zamanda akciğer 

kanseri için kullanılabilecek potansiyel biyobelirteçlerin belirlenmesi 

de amaçlanmıĢtır. Tespit edilen biyobelirteç adaylarının sekretom temelli olması, bu 

proteinlerin çeĢitli vücut sıvılarından tespit edilebilme olasılığını artırmaktadır. Bu 

durum, potansiyel tarama yöntemlerinin geliĢtirilmesiyle kanser için kritik öneme 

sahip erken tanının yapılmasına olanak sağlayabilir. Ayrıca, hastalığın seyri, durumu 

ve agresifliği hakkında bilgi sunarak bu durumlara karĢı yeni tedavi yöntemlerinin 

geliĢtirilmesine katkı sağlayabilir. Bu çalıĢmanın, ileride yapılacak daha kapsamlı 

araĢtırmalar için bir temel oluĢturması ve yeni klinik biyobelirteç tespit 

uygulamalarına yol gösterici bir kaynak olması da hedeflenmektedir. 
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2. GENEL BĠLGĠLER  

2.1. Kanser 

Kanser, vücutta anormal hücrelerin kontrolsüz büyümesi ve yayılmasıyla karakterize 

edilen karmaĢık ve çok yönlü bir hastalık grubudur. Genellikle kanser olarak 

adlandırılan kötü huylu tümörler, lenfatik ve dolaĢım sistemleri aracılığıyla çevre 

dokuları istila etme ve uzak organlara metastaz yapma potansiyeline sahiptir 

(Sucharitha ve Bhuvana 2023). Kanser patofizyolojisi, normal hücresel iĢlevleri 

bozan ve kontrolsüz hücre bölünmesine ve büyümesine yol açan genetik 

mutasyonlarda kök alır. Bu mutasyonlar, çevresel maruziyetler, yaĢam tarzı seçimleri 

ve kalıtsal genetik yatkınlıklar dahil olmak üzere çeĢitli faktörlerden kaynaklanabilir 

Genetik değiĢikliklerin birikmesi, hücre döngüsünü ve apoptozu düzenlemede kritik 

rol oynayan onkogenlerin aktivasyonuna veya tümör baskılayıcı genlerin 

inaktivasyonuna neden olabilir. Bu genetik değiĢiklikler ve tümör mikro çevresi 

arasındaki etkileĢim, iltihaplanma ve hipoksi gibi faktörler tümör oluĢumunu 

destekleyebildiğinden kanser manzarasını daha da karmaĢık hale getirmektedir 

(Brown ve ark., 2023).  

Kanser istatistikleri, hastalığın küresel yükünü anlamak, kamu sağlığı giriĢimlerine 

rehberlik etmek ve kanser kontrol stratejilerini bilgilendirmek için önemlidir. 

GLOBOCAN 2022 tahminlerine göre, 2022'de dünya çapında yaklaĢık 20 milyon 

yeni kanser vakası ve 9,7 milyon kanserle iliĢkili ölüm meydana geldi ve bu da 

önemli bir kamu sağlığı sorununa iĢaret ediyor. Kanser geliĢtirme yaĢam boyu riski 

hem erkekler hem de kadınlar için yaklaĢık beĢte birdir ve ölüm oranları dokuz 

erkekten birinin ve on iki kadından birinin kanserden öldüğünü göstermektedir 

(Bray, 2024). Küresel olarak meme kanseri, 2020'de bildirilen tahmini 2,3 milyon 
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yeni vaka ile akciğer kanserini geride bırakarak en sık teĢhis edilen kanser olarak 

ortaya çıkmıĢtır (Sung ve ark., 2021). 

Kanserin ekonomik etkileri büyüktür ve yalnızca sağlık hizmeti maliyetlerini değil 

aynı zamanda üretkenlik kayıplarını ve daha geniĢ ekonomik istikrarı da etkiler. 

Kanser bakımının mali yükü, tedavi ve hastane yatıĢları gibi doğrudan maliyetlerin 

yanı sıra hastalık ve erken ölüm nedeniyle kaybedilen üretkenlikle iliĢkili dolaylı 

maliyetleri de içerir. Etki, düĢük ve orta gelirli ülkelerde de benzer Ģekilde 

gözlemlenmektedir. Burada kanser türlerinin artan görülme sıklığı, sağlık hizmeti 

kaynaklarını sınırlamıĢ ve ekonomik eĢitsizlikleri daha da kötüleĢtirmiĢtir (Siegel ve 

ark., 2023). 

Kanser karmaĢıklığı, özellikle sistem biyolojisi merceğinden bakıldığında son 

yıllarda önemli ilgi gören çok yönlü bir zorluktur. Kanser yalnızca anormal 

hücrelerin bir koleksiyonu değil aksine, genetik, epigenetik ve çevresel faktörler 

arasındaki karmaĢık etkileĢimlerle karakterize edilen dinamik bir sistemdir. Bu 

karmaĢıklık, tümör oluĢumunu ve ilerlemesini yönlendiren altta yatan mekanizmaları 

anlamak için kapsamlı bir yaklaĢımı gerektirmektedir. Kanser sistemleri biyolojisi, 

genomik, transkriptomik ve proteomik bilgiler de dahil olmak üzere çeĢitli biyolojik 

veri türlerini entegre ederek bu karmaĢıklıkları çözmeyi amaçlamaktadır. Bu 

yaklaĢım, araĢtırmacıların farklı moleküler bileĢenlerin tümör davranıĢını etkilemek 

için nasıl etkileĢime girdiğini açıklayabilen kanser yolaklarını ve ağlarının ayrıntılı 

modellerini oluĢturmalarına olanak tanımakta. Bu da kanser biyolojisinin ortaya 

koyduğu zorlu soruları ele almak için disiplinler arası iĢ birliğine olan ihtiyacı 

vurgulamaktadır (Archer ve ark., 2016). Kanser hücrelerinin heterojenliği ise 

karmaĢıklığa baĢka bir katman daha eklemektedir. Tümör davranıĢını anlamak, 

genellikle hücre tiplerinde ve bunlar arasındaki etkileĢimlerde önemli çeĢitlilikle 

karakterize edilen tümör dokuları içindeki networkların incelenmesini 

gerektirmektedir (Koutsogiannouli ve ark., 2013). 

2.1.1. Akciğer Kanseri 

Akciğer kanseri, önemli bir küresel sağlık sorunu oluĢturan karmaĢık ve heterojen bir 

hastalıktır. Dünya çapında en yaygın kanser ve kanserle iliĢkili ölümler akciğer 

kanseri kaynaklıdır. Hem erkekleri hem de kadınları etkilemektedir ve yüksek vaka 
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ve ölüm oranına sahiptir (Doğan ve Doğan, 2019). Öncelikle histolojik desenlere 

göre iki ana türe ayrılır: küçük hücreli akciğer kanseri (KHAK) ve küçük hücreli dıĢı 

akciğer kanseri (KHDAK) (Huang ve ark., 2022). Akciğer adenokarsinomlarını, 

akciğer skuamöz hücreli karsinomlarını ve büyük hücreli karsinomları içeren 

KHDAK, akciğer kanseri vakalarının yaklaĢık %85-90'ını oluĢturur (Cheng ve ark., 

2016; Huang ve ark., 2022). Öte yandan KHAK vakaların yaklaĢık %15-20'sini 

temsil eder (Cheng ve ark., 2016). 

Akciğer kanserlerinin çoğu tütün dumanında bulunan kanserojenlere uzun süreli 

maruziyet sonucu ortaya çıkar (Rudin ve ark., 2009). Ancak, akciğer kanserinin hiç 

sigara içmeyenlerde de ortaya çıkabileceğini ve bu kanserlerin etiyolojisinde çevresel 

risk faktörlerinin de rol oynadığı bilinmektedir (Samet ve ark., 2009). 

Akciğer kanseri tedavisinde son yıllarda önemli ilerlemeler kaydedilerek bu zorlu 

hastalıkla mücadele için daha etkili ve kiĢiselleĢtirilmiĢ yaklaĢımlar sağlanmıĢtır. 

Terapötik seçenekler geliĢmiĢ ve daha önce belirli müdahalelere uygun olmayan, 

akciğer fonksiyonu zayıf hastalarda da tedavi olanağı sağlanmıĢtır (Abdullah ve ark., 

2016). Bu ilerlemeler arasında minimal invaziv cerrahi teknikleri, hedefli ilaç 

tedavileri ve akciğeri koruyan stereotaktik radyoterapi de yer almaktadır (Abdullah 

ve ark., 2016). Ġmmünoterapi, özellikle küçük hücreli dıĢı akciğer kanserinde 

(KHDAK) hasta sağ kalımını etkileyen umut verici bir tedavi yöntemi olarak ortaya 

çıkmıĢtır (Lahiri ve ark., 2023). Ek olarak, gen terapisi ve düĢük doz sisplatin içeren 

kombinasyon tedavileri, fare modellerinde akciğer kanserini baskılamada umut verici 

sonuçlar göstermiĢtir (Bai ve ark., 2009). 

Akciğer kanseri için tedavi seçenekleri artık hastalığın heterojenliğini ele alırken yan 

etkileri en aza indirmek için hedefli ajanları, immünoterapileri ve geleneksel 

sitotoksik tedavileri entegre eden çok yönlü bir yaklaĢımı kapsamaktadır (La'ah, 

2024). Dahası, biyobelirteçlerin tanımlanması ve kiĢiselleĢtirilmiĢ tedavinin 

kullanımı akciğer kanseri hastalarının tedavi kararlarına rehberlik etmede önemli 

hale gelmiĢtir (Domvri ve ark., 2013). 

Biyobelirteçler ve proteomik, akciğer kanseri araĢtırmalarında erken teĢhis, tanı, 

prognoz ve tedavi stratejilerine iliĢkin içgörüler sağlamaktadır. Proteomik analiz, 

eksüdatif plevral efüzyonlar, ekshale edilen nefes kondensatı, akciğer kanseri hücre 
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hatlarının ĢartlandırılmıĢ ortamı, serum ve bronkoalveolar lavaj sıvısı dahil olmak 

üzere çeĢitli biyolojik örneklerde akciğer kanseri için potansiyel biyobelirteçler 

belirlemiĢtir (Liu ve ark., 2015; Matthiesen, 2020). 

Proteomik profilleme, akciğer kanseri ilerlemesinin ve tedavi yanıtlarının moleküler 

mekanizmalarını anlamada etkilidir. ÇalıĢmalar, ektopik ATP sentaz inhibitörü 

sitreoviridin gibi tedavilere yanıt olarak protein ekspresyon düzeylerinde 

değiĢiklikler olduğunu ortaya çıkarmıĢ ve potansiyel terapötik hedeflere iliĢkin 

içgörüler sunmuĢtur (Wu ve ark., 2013). Proteomik stratejiler ayrıca tümör alt 

gruplarını tanımlamak, akciğer kanserinin histolojik tiplerini ayırt etmek ve çeĢitli 

hasta popülasyonlarında sağ kalım sonuçlarını tahmin etmek için de kullanılmaktadır 

(Conrad ve ark., 2008; Jacot ve ark., 2008; Seike ve ark., 2005). 

2.2. Kök Hücre 

Kök hücreler, kendini yenileme ve çeĢitli özel hücre tiplerine farklılaĢma 

konusundaki yetenekleriyle karakterize edilen hücrelerdir. Kök hücreler, her biri 

farklılaĢma potansiyeli ve kökenine göre tanımlanan totipotent, pluripotent ve 

multipotent kök hücreler dahil olmak üzere çeĢitli tiplere genel olarak kategorize 

edilebilir. Örneğin, embriyonik kök hücreler (EKH) ve pluripotent kök hücreler, 

vücuttaki hemen hemen tüm hücre tiplerine farklılaĢabilir ve terapötik uygulamalar 

için iyi bir potansiyeldirler. (Chu, 2023; Jin ve ark., 2018). Embriyonik kök hücreler, 

blastosistin iç hücre kütlesinden türetilir ve çok yönlü yeteneklere sahiptir, yani 

vücuttaki herhangi bir hücre tipine farklılaĢabilirler. Bu çok yönlülük, EKH'lerin bir 

özelliğidir ve embriyonik geliĢim sırasında üç germ katmanına da katkıda 

bulunmalarını sağlar (Slack, 2021).  

Buna karĢılık, yetiĢkin kök hücreler tipik olarak multipotenttir yani bulundukları 

dokuyla ilgili sınırlı sayıda hücre tipine farklılaĢabilirler. Örneğin, hematopoetik kök 

hücreler (HKH'ler) çeĢitli kan hücresi tiplerine yol açabilirken, nöral kök hücreler 

nöronlara ve glial hücrelere farklılaĢabilir (Slack, 2018). 

Kök hücrelerin düzenlenmesi karmaĢıktır ve genetik programlama gibi içsel faktörler 

ve bulundukları mikroçevre veya "niĢ" gibi dıĢsal faktörlerden etkilenir (Gooi ve 

Gopalakrishnan, 2016). NiĢ, kök hücre özelliklerini koruyan ve kendi kendini 

yenileme ile farklılaĢma gibi olayları düzenleyen temel sinyaller sağlar (Watt ve 
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Hogan, 2000). Kök hücre niĢindeki bozulmalar, hematopoetik kök hücrelerde 

görüldüğü gibi kanser de dahil olmak üzere patolojik durumlara yol açabilir, niĢ 

değiĢiklikleri miyeloproliferatif bozukluklara yol açabilir (Perry ve Li, 2007). 

Kök hücre araĢtırmalarındaki devam eden ilerlemeler, özellikle dejeneratif hastalıklar 

ve yaralanmalar bağlamında karĢılanamayan klinik ihtiyaçları ele alma ihtiyacından 

kaynaklanmaktadır. Son çalıĢmalar, EKH’lerin nörodejeneratif hastalıklar ve 

omurilik yaralanmaları gibi daha önce tedavi edilemez olduğu düĢünülen durumlar 

için terapiler geliĢtirmedeki potansiyelini vurgulamıĢtır (Borziak ve ark., 2021; 

Volarević ve ark., 2013). Dahası, transkriptomik ve proteomik de dahil olmak üzere 

çoklu omik yaklaĢımların entegrasyonu, kök hücre davranıĢını yöneten moleküler 

mekanizmalar hakkında daha derin içgörüler sağlayarak, kendini yenileme ve 

farklılaĢma süreçleri hakkındaki anlayıĢımızı geliĢtirmektedir (Wang ve ark., 2014; 

Young, 2011). 

Kök hücre araĢtırmalarındaki son geliĢmeler, nörodejeneratif bozukluklar, diyabet ve 

kalp hastalıkları da dahil olmak üzere çeĢitli hastalıkların tedavisinde terapötik 

potansiyellerini vurgulamıĢtır (Lodi ve ark., 2011). 

Ayrıca yapılan son çalıĢmalar, yetiĢkin insanda pluripotent kök hücrelerin varlığını 

da ortaya koymuĢtur. Multilineage-differentiating stress-enduring (MUSE) hücreler, 

pluripotent benzeri özellikleri, stres direnci ve tümör oluĢturmama özelliği ile 

karakterize edilen mezenkimal kök hücrelerin (MKH'ler) benzersiz bir alt 

popülasyonunu temsil eder. Ġlk olarak 2010 yılında tanımlanan MUSE hücreleri, 

geleneksel mezenkimal belirteçler olan CD90 ve CD105'in yanı sıra, özellikle stage-

specific embryonic antigen 3 (SSEA-3) olmak üzere spesifik yüzey belirteçlerinin 

ekspresyonu ile ayırt edilir (Fouad ve ark., 2018; Yamauchi ve ark., 2017). Bu ikili 

ekspresyon, MUSE hücrelerinin pluripotent kök hücrelere benzer özellikler 

sergilemesini sağlayarak, üç germ tabakasında da çeĢitli hücre tiplerine 

farklılaĢmalarını sağlar: ektoderm, mezoderm ve endoderm (Alessio ve ark., 2018; 

Yamashita ve ark., 2021). 

2.2.1. Kanser Kök Hücresi 

Kanser kök hücreleri (KKH'ler), tümör içindeki çeĢitli hücre tiplerine farklılaĢabilen 

ve kendini yenileme yetenekleriyle karakterize edilen bir tümör hücresi alt 



 

11 

 

popülasyonunu temsil eder. Bu kavram, bir tümör içindeki tüm hücrelerin aynı 

olmadığı; bunun yerine, normal kök hücrelere benzer Ģekilde küçük bir hücre 

fraksiyonunun tümör oluĢumunu yönlendirdiği ve kanser heterojenliğine katkıda 

bulunduğu hipotezinden ortaya çıkmıĢtır (Chen ve ark., 2014; Gentry ve ark., 2009). 

KKH'ler, tümör baĢlangıcı, metastaz ve geleneksel tedavilere direnç dahil olmak 

üzere tedavi stratejilerini karmaĢıklaĢtıran ve kanserin tekrarlamasına katkıda 

bulunan birkaç kritik süreçte yer almaktadır (Peng ve ark., 2024; Zhao ve ark., 2018). 

KKH'lerin tanımlanması, tümör tipine bağlı olarak değiĢen spesifik hücre yüzey 

belirteçleri tarafından gerçekleĢtirilir. Örneğin, meme kanserinde, CD44+ /CD24- 

fenotipi genellikle KKH'lerle iliĢkilendirilir (Burke ve ark., 2012; Kim ve Nam, 

2011). Dahası, KKH'ler kemoterapi ve radyoterapi dahil olmak üzere geleneksel 

tedavilere karĢı hayatta kalmalarını ve dirençlerini artıran farklı metabolik profiller 

ve sinyal yolları sergiler (Mehus, 2023; Spina ve ark., 2018; Kuo ve Ann, 2018). Bu 

direncin altında yatan mekanizmalar çok yönlüdür ve yavaĢ hücre döngüsü aktivitesi, 

geliĢmiĢ DNA onarım yetenekleri ve apoptozdan kaçma gibi özelliklerini içerir 

(Chen ve ark., 2016; Hashemi ve ark., 2022). 

AraĢtırmalar, KKH'lerin stemness yapısını düzenleyen çeĢitli moleküler yolları ve 

transkripsiyon faktörlerini ortaya koymuĢtur. Oct4, Nanog ve Sox2 transkripsiyon 

faktörleri, farklı kanser türlerinde, normal kök hücrelerde olduğu gibi KKH'lerin 

özelliklerini korumak için de önemlidir. (Lin ve ark., 2022; Noh ve ark., 2012). 

Son araĢtırmalar ayrıca tümör mikroçevresinin KKH özelliklerini korumadaki rolünü 

vurgulamaktadır. Hipoksi, inflamasyon ve hücre dıĢı matris bileĢenleri gibi faktörler 

KKH davranıĢını etkileyerek hayatta kalmalarını ve kendini yenilemelerini 

destekleyebilmektedir (Kuo ve Ann, 2018; Ponomarev ve ark., 2022). Dahası, 

KKH'lerin esnekliği, terapötik baskılara uyum sağlamalarına olanak tanır ve bu da 

tümörler içinde ilaç dirençli popülasyonların ortaya çıkmasına neden olur (Batlle ve 

Clevers, 2017; Sharma ve Singh, 2011; Telang, 2022). Bu uyum sağlanabilirlik, 

geleneksel tedavilerin genellikle bu dirençli hücreleri ortadan kaldırmada baĢarısız 

olması ve hastalığın tekrarlamasına ve metastaza yol açması nedeniyle, özellikle 

KKH'leri hedef alan yeni terapötik stratejilere olan ihtiyacı vurgulamaktadır (Telang 

ve Katdare, 2012; Vicente-Dueñas ve ark., 2023). 
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2.3. CD133 ve CD326 Belirteçleri 

CD133 çeĢitli malignitelerde kanser kök hücreleri için önemli bir belirteç olarak 

ortaya çıkan bir pentaspan transmembran glikoproteindir. Tümör biyolojisindeki rolü 

çok yönlüdür ve tümör baĢlangıcı, metastaz ve tedavi direnci gibi süreçleri etkiler. 

CD133 ekspresyonu genellikle daha agresif bir tümör fenotipi ile iliĢkilidir; bu 

CD133 pozitif kanser kök benzeri hücrelerin CD133 negatif benzerlerine kıyasla 

geliĢmiĢ göç ve invaziv yetenekler sergilediğini gösteren çalıĢmalarla kanıtlanmıĢtır. 

45 adenoid kistik karsinom hastası üzerinden yapılan çalıĢmada, CD133 pozitif 

gözlenen hastaların vaskülojenik taklit ve buna bağlı olarak migrasyon ve invazyon 

ile bağdaĢtırılmıĢtır. Ayrıca CD133 pozitif gözlenen hastaların bölgesel tekrarlama, 

uzak metastaz ve daha kötü prognoz göstermiĢtir. Ayrıca, CD133 pozitif KKH’lerin, 

CD133 negatif hücrelere kıyasla adenoid kistik karsinom göçüne ve invazyonuna 

katkıda bulunduğunu gösterilmiĢtir. Bu veriler, CD133'ün invazyon ve metastazla 

iliĢkili olduğunu ve adenoid kistik karsinom da prognoz belirteci olarak iĢlev 

görebileceğini göstermiĢtir Yapılan baĢka bir çalıĢmada ise akciğer kanseri CD133 

pozitif hücrelerin tümör küreleri olarak sonsuza kadar büyüyebildiği gösterilmiĢtir. 

FarklılaĢma sonucunda ise CD133 pozitif özelliğini kaybeden hücrelerin ise tümör 

oluĢturma potansiyelini kaybettiği rapor edilmiĢtir (Wang ve ark., 2016). 

23 çalıĢma ve 2538 hastanın incelenmiĢ olduğu bir baĢka yayında da yüksek düzeyde 

CD133 ekspresyonunun, KHDAK hastalarında daha kötü bir prognoz ve daha 

yüksek lenf nodu metastazı oranıyla iliĢkili olma eğilimi göstermiĢtir ve bu da 

CD133'ün KHDAK hastaları için potansiyel bir patolojik prognostik belirteç 

olduğunu ortaya koyduğu belirtilmiĢtir. Aynı çalıĢmada mevcut meta-analiz CD133 

ekspresyonunun zayıf bir genel sağkalım ve yüksek oranda lenf nodu metastazı ile 

iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir, Akciğer kanserinde potansiyel bir prognostik belirteç ve 

yararlı bir terapötik hedef olabileceği belirtilmiĢtir (Wu ve ark., 2014).  

KHDAK hastası 305 Çinli hasta üzerinde yapılan baĢka bir çalıĢmada ise CD133 

pozitif hastaların, CD133 negatif hastalara göre sağkalım sürelerinin daha az olduğu 

gözlenmiĢtir. Bu durum CD133 pozitif hücrelerin hastalığın seyrini olumsuz 

etkilediği ve hastalığın daha agresif ilerlediğini göstermektedir (Wu ve ark., 2012). 
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Yapılan baĢka bir meta analizde ise 11 çalıĢmadan 1004 hasta incelenmiĢtir. 

ÇalıĢmanın sonuçlarına göre CD133 fenotipinin tümör farklılaĢması, lenf nodu 

metastazı ile genel sağkalımı, bu belirtecin klinik uygulamalar için 

geliĢtirilebileceğini belirtilmiĢtir. Yine bu çalıĢmada CD133 pozitif hastaların, 

CD133 negatif hastalara göre sağkalım sürelerinin daha az olduğu gözlenmiĢtir (Qu 

ve ark., 2013). 

CD326 veya EpCAM, hücre yapıĢması, invazyon ve metastaz dahil olmak üzere 

tümör biyolojisinin çeĢitli yönlerini etkileyerek akciğer kanserinde önemli bir rol 

oynamaktadır. EpCAM, özellikle küçük hücreli dıĢı akciğer kanserinde olmak üzere 

akciğer kanseri dokularında sıklıkla aĢırı ifade edilir. Burada ifadesi ileri hastalık 

evreleri ve zayıf prognozla iliĢkilendirilmiĢtir (Wang ve ark., 2021). Bu aĢırı ifade, 

kanser hücrelerinde kök hücre benzeri özelliklerle iliĢkili olan Wnt/β-katenin yolu 

gibi tümör büyümesini ve metastazı teĢvik eden sinyal yollarının aktivasyonuyla 

bağlantılıdır (Zhu ve ark., 2021). EpCAM baskılanmasının, son derece invaziv hücre 

hattı olan H358'de invazifliği azalttığını göstermiĢtir. Bu da EpCAM ifadesinin 

akciğer kanserinin invazyonunda önemli bir rol oynadığını düĢündürmektedir. 

EpCAM ifadesinin akciğer kanseri hücrelerinin invaziv fenotipindeki rolünü 

doğrulamak için daha fazla hücre hattı kullanılarak, daha fazla analiz yapılması 

gerektiği de baĢka bir çalıĢmada belirtilmiĢtir (Hase ve ark., 2011). Bir baĢka 

çalıĢmada ameliyat sonrası adjuvan kemoterapi sonrasındaki kandaki dolaĢan tümör 

hücrelerindeki EpCAM ifade oranı incelenmiĢ ve metastaz ile iliĢkili olduğu 

gözlenmiĢtir. Bu durum EpCAM ifadesinin metastaz ile bağlantılı olabileceğini 

göstermektedir (Zhen ve ark., 2021). 

2.4. Proteomik 

Proteomik, proteinlerin yapılarını, iĢlevlerini ve biyolojik sistemlerdeki 

etkileĢimlerini kapsayan geniĢ ölçekli bir çalıĢma alanıdır. Bu disiplin, genler 

tarafından kodlanan proteinlerin dinamik doğasına iliĢkin içgörüler sağladığı için 

genomik için kritik bir tamamlayıcı olarak ortaya çıkmıĢtır. DNA'nın statik dizilerine 

odaklanan genomikten farklı olarak, proteomik, çeĢitli biyolojik uyaranlara ve 

koĢullara yanıt olarak oluĢan protein ifadesinin, modifikasyonlarının ve 

etkileĢimlerinin karmaĢıklığını inceler (Conrad ve ark., 2008; Hanash, 2003). 
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Proteomiğin evrimi, özellikle kütle spektrometrisi ve sıvı kromatografisi olmak üzere 

analitik tekniklerdeki geliĢmelerden önemli ölçüde etkilenmiĢtir. Bu teknolojiler 

araĢtırmacıların karmaĢık biyolojik örneklerdeki proteinleri tanımlamasını ve 

miktarını belirlemesini sağlayarak protein modifikasyonlarının, etkileĢimlerinin ve 

izoformlarının araĢtırılmasını kolaylaĢtırmaktadır (Taylor ve ark., 2007; Zhan, 2015). 

Proteomiğe yönelik sistematik yaklaĢım iki ana alana ayrılabilir: proteinlerin 

tanımlanması ve miktarının belirlenmesine odaklanan profilleme proteomiği ve bu 

proteinlerin biyolojik yollardaki rollerini ve etkileĢimlerini inceleyen iĢlevsel 

proteomik (Maurer, 2004). Bu ikili yaklaĢım, sağlık, hastalık ve çevresel tepkiler 

dahil olmak üzere çeĢitli bağlamlarda protein dinamiklerinin kapsamlı bir Ģekilde 

anlaĢılmasını sağlamaktadır. 

Proteomik, protein iĢlevi ve düzenlemesi için kritik olan post-translasyonel 

modifikasyonları (PTM'lar) açıklamakta önemli bir rol oynamaktadır. Bu 

modifikasyonlar protein aktivitesini, lokalizasyonunu ve etkileĢimlerini önemli 

ölçüde değiĢtirebilir ve böylece hücresel süreçleri etkileyebilmektedir (Jiang, 2024). 

PTM'lari sistematik bir Ģekilde inceleme yeteneği, araĢtırmacıların hücresel iĢlevleri 

ve çevresel değiĢikliklere verilen yanıtları yöneten düzenleyici ağları ortaya 

çıkarmalarına olanak tanımaktadır (Coorssen, 2024). 

Dahası, proteomiğin transkriptomik ve metabolomik gibi diğer omik teknolojileriyle 

bütünleĢtirilmesi, biyolojik sistemlere dair daha bütünsel bir bakıĢ açısının önünü 

açmıĢtır. AraĢtırmacılar protein ifadesini, gen ifadesi ve metabolik profillerle 

iliĢkilendirerek karmaĢık düzenleyici ağları ortaya çıkarabilmekteler ve hastalıklar 

için potansiyel biyobelirteçleri belirleyebilmektedirler (Carty ve ark., 2013).  

Proteomik, kanser araĢtırmalarında erken tanı, prognoz ve tedavi stratejilerini 

geliĢtirebilecek biyobelirteçlerin tanımlanmasını kolaylaĢtıran temel bir araç olarak 

ortaya kullanılmaktadır. Kantitatif proteomiğin uygulanması, hücre hatları, klinik 

örnekler ve vücut sıvıları gibi çeĢitli örnek kaynaklarını kullanarak çeĢitli kanser 

türlerinde kanser biyobelirteçlerini karakterize etmede etkili olmaktadır. Bu çok 

yönlülük, proteomun kapsamlı bir analizine olanak tanımakta ve hastalığın varlığını, 

ilerlemesini ve tedaviye yanıtı gösterebilen biyobelirteçlerin keĢfini sağlamaktadır 

(Maes ve ark., 2015; Yang ve ark., 2021). Plazma ve serum proteomlarının analizi, 
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çok sayıda çalıĢmada meme ve pankreas kanserleri de dahil olmak üzere çeĢitli 

kanserler için potansiyel biyobelirteçler bildirilmesiyle önemli bulgular ortaya 

koymuĢtur. Yapılan çalıĢmalar, meme kanseri için tanı belirteçleri olarak 

kullanılabilecek serumdaki bir protein panelini tanımlamıĢ ve biyobelirteç tespitinde 

yüksek duyarlılık ile özgüllüğün önemini vurgulamıĢtır (Pan ve ark., 2011; Wang ve 

ark., 2017). 

Proteomik, kanserin altında yatan moleküler mekanizmaları anlamada da önemli bir 

rol oynaktadır. Sinyal yolaklarını ve protein etkileĢimlerini haritalayarak, 

araĢtırmacılar tümörlerin patolojisi hakkında fikir edinebilmekteler. ÇalıĢmalar, 

proteomik analizlerin menenjiyomlardaki sinyal yolakları değiĢiklikleri ortaya 

çıkarabileceğini ve tümör davranıĢının ve potansiyel terapötik hedeflerin 

anlaĢılmasına yardımcı olabileceğini göstermiĢtir (Sharma ve ark., 2015). Dahası, 

biyoinformatik araçlarının proteomik çalıĢmalara entegre edilmesi, biyobelirteçlerin 

tanımlanmasını ve doğrulanmasını artırmaktadır (Vandenbrouck ve ark., 2019). 

Proteomik uygulamalarının, kanserin ötesine uzanarak sinirbilim, kardiyovasküler 

araĢtırma ve bitki biyolojisi gibi alanları da etkileyerek karmaĢık biyolojik soruları 

ele almadaki çok yönlülüğünü ve önemini ortaya koymaktadır (Lam ve ark., 2008; 

Nordon ve ark., 2009). 

2.4.1. Sekretom 

"Sekretom" terimi, belirli koĢullar altında bir hücre, doku veya organizma tarafından 

salgılanan proteinlerin tam setini ifade etmektedir. Bu kavram, özellikle hücresel 

iletiĢimin ve salgılanan proteinlerin çeĢitli fizyolojik ve patolojik süreçlerdeki 

rolünün anlaĢılmasında biyolojik araĢtırmalarda öne çıkmıĢtır. Sekretom, hücreler ve 

mikro çevreleri arasındaki etkileĢimleri aracılık etmek için çok önemli olan büyüme 

faktörleri, sitokinler ve enzimler dahil olmak üzere çok çeĢitli proteinleri 

kapsamaktadır (Cunha ve ark., 2019; Hathout, 2007). 

Sekretomun bileĢimi hücresel kaynağa ve biyolojik aktivitesi ile terapötik etkinliğini 

etkileyen çevresel duruma bağlı olarak önemli ölçüde değiĢebilir (Sípos ve Műzes, 

2022). Örneğin, mezenkimal kök hücreler (MKH'ler), bağıĢıklık tepkilerini 

düzenleyebilen, hücre sağkalımını destekleyebilen ve doku onarım süreçlerini 
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geliĢtirebilen çeĢitli sinyal molekülleri salgımaktadır (Hocking ve ark., 2010; 

Mirabdollahi ve ark., 2019; Zagoura ve ark., 2019). 

Son çalıĢmalar, yara iyileĢmesi ve nöroproteksiyon dahil olmak üzere çeĢitli klinik 

bağlamlarda sekretomun terapötik potansiyelini vurgulamıĢtır. Yağ kaynaklı kök 

hücrelerden türetilen sekretomun, fibroblast çoğalmasını ve göçünü teĢvik ederek 

yara iyileĢmesini hızlandırdığı ve böylece doku onarımını kolaylaĢtırdığı 

gösterilmiĢtir (Damayanti ve ark., 2021; Lee ve ark., 2017). Benzer Ģekilde, göbek 

kordonu MKH'lerinden elde edilen sekretom, travmatik beyin yaralanmalarından 

sonra nörogenezi ve biliĢsel iyileĢmeyi artırarak nöroprotektif etkiler göstermiĢtir 

(Liu ve ark., 2019; Wuschko ve ark., 2019).  

Kanser kök hücresi araĢtırmalarında sekretomların incelenmesi, tümör 

mikroçevresindeki hücresel etkileĢimleri aracılık etmedeki temel rolleri nedeniyle 

önemli bir ivme kazanmıĢtır. Hücreler tarafından salgılanan çeĢitli proteinler, 

metabolitler ve sinyal moleküllerinden oluĢan sekretomlar, kanser hücrelerinin ve 

kök hücre karĢılıklarının davranıĢlarını etkilemektedir (Wanandi ve ark., 2020). 

Kanser hücrelerinin salgılarını çevresel değiĢikliklere yanıt olarak uyarlama yeteneği 

gözlenmiĢtir (Zhou ve ark., 2016). Bu uyarlanabilirlik, özellikle tümör tekrarı ve 

metastazında sıklıkla rol oynayan KKH’ler bağlamında, salgıların kanser 

biyolojisindeki rolünün karmaĢıklığını vurgulamaktadır. 

Sekretomları inceleme metodolojileri, hücreler tarafından salgılanan proteinleri 

analiz etmek için geliĢmiĢ proteomik teknikler kullanılmaktadır. Yüksek verimli 

tarama yöntemleri, yeni salgılanan proteinlerin ve çeĢitli biyolojik iĢlevsel rollerinin 

tanımlanmasına olanak tanımaktadır (Ding ve ark., 2020; Ding ve ark., 2021). Bu 

yaklaĢımlar, kanser ve otoimmün bozukluklar dahil olmak üzere hastalıklar için 

potansiyel terapötik hedefler veya biyobelirteçler olarak hizmet edebilecek sekretom 

bileĢenlerinin keĢfini kolaylaĢtırmaktadır (Lacerenza ve ark., 2020; Lawlor ve ark., 

2009). 

2.5. Kütle Spektroskopisi 

Kütle spektrometresi, iyonların kütle-yük oranını ölçmek için kullanılan analitik bir 

araçtır. Bu teknik, kimya, biyoloji ve tıp gibi çeĢitli bilimsel alanlarda, numunedeki 

kimyasal bileĢiklerin tanımlanmasını ve miktarlarının belirlenmesini sağlamaktadır. 
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Kütle spektrometrisinin temel ilkesi, kimyasal türlerin iyonlaĢtırılmasını ve iyonların 

kütle-yük oranlarına göre sıralanmasını içerir ve bu da analiz edilen numunenin 

bileĢiminin belirlenmesini sağlar (Wang ve ark, 2023). 

ĠĢlem tipik olarak üç ana aĢamayı içerir: numunenin iyonlara dönüĢtürüldüğü 

iyonizasyon; iyonların bir elektrik alanı tarafından hızlandırıldığı ivme ve iyonların 

kütle-yük oranlarına göre sıralandığı ve belirlendiği edildiği tespit. Farklı tipteki 

kütle spektrometreleri, her biri belirli uygulamalar için uygun olan elektron darbesi, 

kimyasal iyonizasyon ve matris destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI) 

gibi çeĢitli iyonizasyon yöntemlerini kullanır (Becker, 2007; Toyoda ve ark., 2003).  

Kütle spektrometrisinin çok yönlülüğü, özellikle karmaĢık protein karıĢımlarını 

analiz etmek için temel taĢ görevi gördüğü proteomikte olmak üzere geniĢ uygulama 

yelpazesine sahiptir. Biyobelirteç keĢfi ve klinik teĢhis için çok önemli olan 

proteotipik peptitlerin tanımlanmasına olanak sağlamaktadır (Li ve ark., 2008; 

Mischak ve ark., 2009). Dahası, kütle spektrometrisi protein yapıları ve 

etkileĢimlerini aydınlatmada etkili olmuĢ ve böylece moleküler düzeyde biyolojik 

süreçlere iliĢkin içgörüler sağlamıĢtır (Aebersold ve Mann, 2016; Yates ve ark., 

2009). Kütle spektrometrisinin kapiler elektroforez gibi diğer analitik tekniklerle 

bütünleĢtirilmesi, yeteneklerini daha da geniĢletmiĢ ve proteinlerin ile metabolitlerin 

yüksek çözünürlüklü analizine olanak sağlamaktadır (Gomes ve Yates, 2019). 

Ayrıca kütle spektrometrisi, biyolojik örneklerdeki proteinleri ve metabolitleri analiz 

etmek için kullanıldığı proteomik ve metabolomikte kritik bir rol oynamaktadır. 

Biyomoleküllerin kantitatif analizini ve yapısal karakterizasyonunu gerçekleĢtirme 

yeteneği, kütle spektrometrisini modern biyolojik araĢtırmalarda vazgeçilmez bir 

araç haline getirmiĢtir (Heck, 2008; Werner, 2004). Ek olarak, kütle 

spektrometrisinin kromatografi gibi diğer tekniklerle bütünleĢtirilmesi, analitik 

yeteneklerini daha da artırarak karmaĢık biyolojik sistemlerin kapsamlı analizini 

mümkün kılmaktadır (Chernushevich ve ark., 2001). 

2.5.1. LC-MS/MS 

Sıvı Kromatografi- Tandem Kütle Spektrometri (Liquid Chromatography-Tandem 

Mass Spectrometry; LC-MS/MS), klinik tanı, farmakokinetik ve çevresel izleme 

dahil olmak üzere çeĢitli alanlarda temel bir analitik teknik olarak ortaya çıkmıĢtır. 
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Bu yöntem, sıvı kromatografisinin (LC) ayırma kabiliyetlerini, tandem kütle 

spektrometrisinin (MS/MS) tespit gücüyle birleĢtirerek, karmaĢık biyolojik 

matrislerde bile çok çeĢitli bileĢiklerin hassas bir Ģekilde ölçülmesini ve 

tanımlanmasını sağlar. LC-MS/MS'nin temel prensibi, analitlerin sıvı fazda 

ayrılmasını, ardından kütle spektrometresinde iyonizasyonunu ve parçalanmasını 

içerir (Chen ve ark., 2022). 

LC-MS/MS'in çok yönlülüğü, hormonların, ilaçların ve metabolitlerin ölçümü için 

kullanıldığı klinik uygulamalarda özellikle dikkat çekicidir. Örneğin, çalıĢmalar LC-

MS/MS'in immünolojik analizlere kıyasla tiroid hormonlarını ölçmede üstün 

doğruluk sağladığını göstererek endokrinolojide tanı doğruluğunu iyileĢtirme 

potansiyelini vurgulamıĢtır (Kushchayeva, 2019). Ek olarak, yöntem immünosüpresif 

ilaçların analizi için doğrulanmıĢ olup, terapötik ilaç izlemedeki önemini ortaya 

koymuĢtur (Deslandes ve ark., 2016). Birden fazla analiti aynı anda analiz etme 

yeteneği, klinik ortamlardaki kullanımını daha da artırarak kapsamlı metabolik 

profillemeye olanak tanımaktadır (Hua ve ark., 2022). Avantajlarına rağmen, LC-

MS/MS tekniğinin zorlukları vardır. Teknik, iyon baskılama ve izobarik giriĢimler 

gibi ölçümlerin doğruluğunu etkileyebilecek giriĢimlere karĢı hassas olabilir. Bu 

nedenle, sonuçların güvenilirliğini sağlamak için titiz veri inceleme kriterleri ve 

yöntem doğrulama protokolleri oluĢturmak çok önemlidir (Eisenhofer ve ark., 2017; 

Sauvage ve ark., 2008). Ek olarak, LC-MS/MS'deki veri analizinin karmaĢıklığı, 

sonuçları doğru bir Ģekilde yorumlamak için geliĢmiĢ yazılım ve deneyimli personel 

kullanımını gerektirmektedir (Hua ve ark., 2022). 

Sıvı kromatografisi-tandem kütle spektrometrisi özellikle biyobelirteç keĢfi, ilaç 

kantifikasyonu ve proteomik profilleme için kanser araĢtırmalarında temel bir 

analitik teknik olarak ortaya çıkmıĢtır. LC-MS/MS'nin duyarlılığı ve özgüllüğü, onu 

kanser teĢhisi ve tedavi izleme bağlamında kritik öneme sahip olan karmaĢık 

biyolojik örnekleri analiz etmek için önemli bir araç haline getirmektedir. LC-

MS/MS'in önemli avantajlarından biri, kanserin varlığını veya tekrarını gösterebilen 

biyobelirteçleri tespit etmek için gerekli olan yüksek duyarlılığı ve özgüllüğüdür. 

LC-MS/MS kullanılarak yapılan metabolomik profillemenin, meme kanseri 

araĢtırmalarında görüldüğü gibi, kanserli ve kanserli olmayan dokular arasında etkili 

bir Ģekilde ayrım yapabileceğini göstermiĢ; burada belirli metabolit profilleri 
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hastalığın tekrarıyla iliĢkilendirilmiĢtir (Asiago ve ark., 2010). Benzer Ģekilde, 

pankreas kanserinde, hedeflenmemiĢ LC-MS metabolomikleri, pankreas duktal 

adenokarsinomu (PDAC) ile kronik pankreatit arasında ayrım yapmak için 

kullanılmıĢ ve bu tekniğin biyobelirteç görevi gören yeni metabolitleri tespit etme 

potansiyelini ortaya koymuĢtur (Chen ve ark., 2021; Lindahl ve ark., 2017). 

Ayrıca, LC-MS/MS onkoloji ilaçlarının farmakokinetik çalıĢmalarında etkili 

olmuĢtur. Bu yöntem, klinik ortamlarda ilaç etkinliği ve güvenliğini değerlendirmek 

için çok önemli olan biyolojik matrislerdeki küçük moleküllü ilaçların hızlı bir 

Ģekilde kantifikasyonuna olanak tanımaktadır (Wong ve ark., 2018). 

Biyobelirteç keĢfi ve ilaç kantifikasyonundaki rolüne ek olarak, LC-MS/MS ayrıca 

kanserdeki protein ekspresyon değiĢikliklerini araĢtırmak için proteomikte de 

kullanılmaktadır. Teknik, tümörlü dokulara kıyasla normal dokularda farklı Ģekilde 

veya tümöre özel ifade edilen proteinlerin tanımlanmasını sağlayarak kanser 

ilerlemesinin altında yatan moleküler mekanizmalara iliĢkin içgörüler sağlamaktadır 

(Bereman ve ark., 2014; Rudnick ve ark., 2010). LC-MS/MS'in çok yönlülüğü, erken 

evre kanserleri tespit etme ve tedavi yanıtlarını izlemek için vücut sıvılarındaki 

metabolitleri analiz edebildiği sıvı biyopsilerdeki uygulamasına kadar uzanmaktadır. 

Bu invaziv olmayan yaklaĢım, invaziv doku biyopsilerine ihtiyaç duyulmadan 

hastalık durumunun gerçek zamanlı izlenmesine olanak tanıdığı için klinik 

onkolojide özellikle değerlidir (Özer ve ark., 2022). 

2.5.2. Bottom-Up Proteomik 

Bottom-up proteomik, sıklıkla shotgun proteomik olarak anılır, kütle spektrometrisi 

(MS) teknikleri kullanılarak analiz edilmelerinden önce proteinlerin daha küçük 

peptitlere enzimatik sindirimini içeren proteomik alanında yaygın olarak kullanılan 

bir yaklaĢımdır. Bu yöntem, tanımlanan peptitlerden protein varlığını ve bolluğunu 

çıkararak karmaĢık protein karıĢımlarının kapsamlı karakterizasyonuna olanak tanır. 

ĠĢlem tipik olarak proteinlerin proteolitik sindirimiyle baĢlar ve genellikle tripsin gibi 

enzimler kullanılarak proteinleri belirli amino asit kalıntılarından ayırır ve sıvı 

kromatografisi ile tandem kütle spektrometrisi (LC-MS/MS) birleĢtirilerek daha 

kolay analiz edilebilen peptitlerle sonuçlanır (Jiang, 2024; Liang ve ark., 2023; 

Miller ve ark., 2021). 
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Bottom-up proteomik iĢ akıĢı tipik olarak proteinlerin proteolitik sindirimiyle baĢlar, 

öncelikle belirli amino asitleri belirli bölgelerde parçalayan tripsin kullanılır. Bu 

adım kritiktir, çünkü proteaz seçimi peptit tanımlamasının kalitesini ve sonraki 

protein çıkarımını önemli ölçüde etkileyebilir (Miller ve ark., 2021). Numune 

hazırlama tekniklerindeki geliĢmeler, bu sürecin verimini ve tekrarlanabilirliğini 

artırmada önemli rol oynamıĢ ve kalp dokusu gibi küçük miktarlarda biyolojik 

materyalin bile analizine olanak sağlamıĢtır (Aballo ve ark., 2021). 

Kütle spektrometrisi teknolojisindeki son geliĢmeler de bottom-up proteomiğin 

evrimine katkıda bulunmuĢtur. Kütle spektrometrelerinin geliĢmiĢ kütle doğruluğu, 

çözme gücü ve hassasiyeti, proteinlerin iĢlevsel çeĢitliliğini anlamak için çok önemli 

olan translasyon sonrası modifikasyonların (post translational modifications; PTM) 

ve proteoformların tanımlanmasını kolaylaĢtırmıĢtır (Bamberger ve ark., 2018; Chen 

ve ark., 2021). Ek olarak, biyoinformatik araçlarının ortaya çıkması, araĢtırmacıların 

yüksek verimli proteomik deneyler tarafından oluĢturulan karmaĢık veri kümelerini 

ele almasını sağlayarak veri analizini kolaylaĢtırmıĢtır (Nickerson ve ark., 2023; 

Quast ve ark., 2021). 

Bottom-up proteomiğin temel avantajlarından biri, yüksek çözünürlüklü ayırma ve 

yüksek protein kapsamı kapasitesidir. Bu, özellikle spesifik protein değiĢikliklerinin 

tanımlanmasının tümör biyolojisi ve potansiyel terapötik hedefler hakkında fikir 

verebileceği kanser araĢtırmalarında oldukça önemlidir (Darville ve Sokolowski, 

2014). GeliĢmiĢ kromatografik tekniklerin entegrasyonu, araĢtırmacıların kanser için 

biyobelirteç görevi görebilecek düĢük miktardaki proteinleri tanımlamak için gerekli 

olan daha derin proteom kapsamına ulaĢmalarını sağlamıĢtır (Liang ve ark., 2023; 

Wang ve ark., 2022). Bottom-up proteomiğiyle birlikte hedefli kütle 

spektrometrisinin kullanılması, biyobelirteçlerin doğrulanmasını ve proteinlerin 

kantifikasyonunu kolaylaĢtırmıĢ, böylece klinik ortamlarda proteomik analizlerin 

güvenilirliğini artırmıĢtır (Manes ve Nita-Lazar, 2018). 

Son çalıĢmalar, hasta kaynaklı tümör ksenogreflerini karakterize etmede bottom-up 

proteomiğin etkinliğini vurgulamıĢ hem peptit hem de proteoform düzeylerinde 

kansere özgü sapmaları tespit etme yeteneğini göstermiĢtir. Bu yetenek, kanserin 
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moleküler temellerini anlamak ve kiĢiselleĢtirilmiĢ tedavi stratejileri geliĢtirmek için 

oldukça önemlidir (Ntai ve ark., 2016). 

2.6. Biyoinformatik 

Biyoinformatik, özellikle genomik ve proteomik düzeylerde biyolojik verileri analiz 

etmek ve yorumlamak için biyoloji, bilgisayar bilimi ve istatistiği birleĢtiren 

disiplinlerarası bir alandır. "Biyoinformatik" terimi ilk olarak 1970 yılında Paulien 

Hogeweg ve Ben Hesper tarafından "biyotik sistemlerdeki biliĢimsel süreçlerin 

incelenmesi" olarak kavramsallaĢtırılarak ortaya atılmıĢtır (López-López ve ark., 

2020). Dizileme teknolojilerinin hızla ilerlemesi, muazzam miktarda biyolojik veri 

üretmiĢ ve veri yönetimi, analizi ve yorumlaması için karmaĢık hesaplama araçları 

gerektirmiĢtir (Luscombe ve ark., 2001).  

Biyoinformatiğin tanımı, biyolojik verilerin depolanması, elde edilmesi ve analizi ile 

veri yorumlama için algoritmalar ve yazılım araçlarının geliĢtirilmesi de dahil olmak 

üzere çok çeĢitli faaliyetleri kapsar. European Bioinformatics Institute (EBI), 

biyoinformatiği biyolojik veri yönetimi ve analizi için bilgisayar biliminin kullanımı 

olarak tanımlayarak, hesaplamalı teknikler ile biyolojik araĢtırma arasında bir köprü 

olarak rolünü vurgulamaktadır (Tikhvinskiy ve Porozov, 2013). Bu disiplinler arası 

yapı, biyoinformatiğin, genomik ve kiĢiselleĢtirilmiĢ tıp gibi alanlardaki ilerlemeler 

için çok önemli olan genetik diziler ve bunların iĢlevsel etkileri arasındaki iliĢkileri 

anlamak gibi karmaĢık biyolojik soruları ele almasına olanak tanır (Butte, 2009). 

Biyoinformatik yalnızca akademik araĢtırmalarda değil, aynı zamanda ilaç keĢfi ve 

kiĢiselleĢtirilmiĢ tedavilerin geliĢtirilmesi gibi klinik uygulamalarda da önemli bir rol 

oynamaktadır (Hulsen ve ark., 2019). Biyoinformatik araçlarının yaĢam bilimlerinin 

çeĢitli dallarına entegre edilmesi, büyük ölçekli verilerin analizini kolaylaĢtırarak 

araĢtırmacıların daha önce ulaĢılamayan içgörüleri ortaya çıkarmasını sağlamıĢtır. 

Biyoinformatik metabolik yolların incelenmesinde ve hastalıklar için 

biyobelirteçlerin belirlenmesinde etkili olmuĢ ve böylece sağlık ve hastalık 

mekanizmalarına iliĢkin anlayıĢımızı geliĢtirmiĢtir (Paul ve ark., 2020). 

Dahası, biyoinformatik alanı, makine öğrenimi ve yapay zeka gibi ortaya çıkan 

trendlerin biyoinformatik metodolojilerine giderek daha fazla entegre edilmesiyle 

sürekli olarak geliĢmektedir. Bu geliĢmeler, biyolojik sonuçları tahmin etme ve 
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büyük veri kümelerinin analizini kolaylaĢtırma yeteneğini artırarak biyolojik 

araĢtırmanın verimliliğini ve doğruluğunu iyileĢtirmektedir (Kurgan ve Zhou, 2011). 

Biyoinformatiğin disiplinler arası doğası, karmaĢık biyolojik soruları etkili bir 

Ģekilde ele almak için biyologlar, bilgisayar bilimcileri ve istatistikçiler arasındaki iĢ 

birliğinin önemini de vurgulamaktadırlar (Williams ve diğerleri, 2019). 

Biyoinformatik, kanser araĢtırmalarında temel bir alan olarak ortaya çıkmıĢ, kanser 

mekanizmaları, tanı ve tedavi anlayıĢımızı geliĢtirmek için biyolojik verilerin 

hesaplamalı tekniklerle bütünleĢtirilmesini kolaylaĢtırmıĢtır. Biyoloji, bilgi bilimi ve 

hesaplamanın bir araya gelmesi, biyoenformatiği kanser genetiği ve patolojisinin 

karmaĢıklıklarını çözmede temel bir bileĢen haline getirmiĢtir (Ebrahimi ve ark., 

2023). Bu disiplinler arası yaklaĢım yalnızca kanser biyobelirteçlerinin 

tanımlanmasına yardımcı olmakla kalmamakta, aynı zamanda hasta sonuçlarını 

iyileĢtirmek için çok önemli olan kiĢiselleĢtirilmiĢ tıp stratejilerinin geliĢtirilmesini 

de desteklemektedir (Chin ve ark., 2011). Biyoinformatiğin klinik verilerle 

bütünleĢtirilmesi, spesifik genetik değiĢiklikleri klinik sonuçlarla iliĢkilendiren 

çalıĢmalarla kanıtlandığı gibi, tümör davranıĢı ve hasta prognozunun anlaĢılmasını da 

geliĢtirmektedir. Biyoinformatik analizleri, mesane kanserinde kirpi sinyal yollarının 

prognostik önemini ortaya çıkararak, hesaplamalı yaklaĢımların klinik karar vermeyi 

nasıl bilgilendirebileceğini de göstermiĢtir (Yu ve ark., 2023). 

Proteomik biyoinformatiği, protein ekspresyonu, modifikasyonları ve 

etkileĢimlerinin analizi yoluyla tümör biyolojisinin anlaĢılmasını kolaylaĢtırarak 

kanser araĢtırmalarında önemli bir alan olarak ortaya çıkmıĢtır. Proteomiğin 

biyinformatikle bütünleĢtirilmesi, karmaĢık biyolojik verilerin kapsamlı analizine 

olanak tanımaktadır. Proteinlerin geniĢ ölçekli çalıĢması olan proteomik, kanser 

biyolojisinde, özellikle teĢhis ve tedavi için biyobelirteçlerin belirlenmesinde önemli 

hale gelmiĢtir. Kütle spektrometrisindeki son geliĢmeler, tümör örneklerindeki 

proteinlerin hassas bir Ģekilde ölçülmesini ve tanımlanmasını sağlayarak kanser 

ilerlemesi ve metastazının altında yatan moleküler mekanizmalara iliĢkin içgörüler 

sağlamaktadır (Rani ve ark., 2023). Proteomiğin uygulanması biyobelirteç keĢfinin 

ötesine de uzanmaktadır. Kanser heterojenliğini ve tedavi yanıtını anlamada önemli 

bir rolde almaktadır. Kapsamlı proteomik analizler, yalnızca genomik yaklaĢımlarla 
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tespit edilemeyen farklı kanseri alt tiplerini belirleyerek, kanser sınıflandırmasını ve 

tedavi stratejilerini iyileĢtirmede proteomik verilerin önemini vurgulanmıĢtır 

(Yanovich ve ark., 2018). 

Biyoinformatik araçları, proteomik çalıĢmalarda üretilen muazzam miktardaki veriyi 

yönetmek ve yorumlamak için büyük öneme sahiptir. Bu araçlar, proteomik verilerin 

diğer omik verilerle bütünleĢtirilmesini kolaylaĢtırır ve araĢtırmacıların kanser 

biyolojisi hakkında daha kapsamlı sonuçlar çıkarmasını sağlamaktadır (Nelakurthi, 

2023). Hedefli proteomiklerin geliĢtirilmesi, kanser biyobelirteçlerinin doğrulanması 

sürecini de hızlandırmıĢ ve bunların keĢiften klinik uygulamaya geçiĢini 

hızlandırmıĢtır (Ogata ve ark., 2022). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. A549 Hücre Hattı Kültürü 

DondurulmuĢ A549 hücreleri (ATCC CCL-185 ™) çözüm esnasında Dimetil 

sülfoksit (DMSO) etkisini azaltmak için Dulbecco's Modified Eagle Medium 

(DMEM) ile 1:10 oranında seyreltildi. Hücreler 350 x g’de 5 dakika santrifüj 

edildikten sonra Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS) ile yıkama 

gerçekleĢtirildi. Süpernatantı atılan hücrelere besiyeri olarak DMEM High Glucose 

içerisine son hacmi %10 Fetal Bovine Serum (FBS), %1 penisilin-streptomisin ve 

%1 L-glutamin olacak Ģekilde besiyeri hazırlanarak uygun miktarda eklenerek kültür 

kaplarına ekimi gerçekleĢtirildi. Kültür kapları etiketlenerek %5 CO2 içeren 37 
0
C’de 

nemli inkübatörde kültüre edildi. Kültüre edilen hücrelerin besiyerleri 3-4 günde bir 

tazelendi.  

Kültür kaplarındaki hücreler, kabın yaklaĢık %80’ini doldurduğunda, pasajlama 

amacıyla besiyeri uzaklaĢtırılarak DPBS ile yıkandı. YapıĢmıĢ olan hücrelerin 

kaldırılması için tripsin eklenerek 3 dakika boyunca inkübatörde bekletildi. Hücreler, 

kültür kabında yüzmeye baĢladıktan sonra tripsin aktivitesini durdurmak için besiyeri 

eklendi. Hücreler tüplere alındıktan sonra 350 x g’de 5 dakika santrifüj edildi. 

Süpernatantı uzaklaĢtırılan hücre pelletine 1 ml kendi besiyeri eklenerek süspanse 

edildi. Hücreler THOMA lamı ile sayıldıktan sonra yeni hücre kaplarına ekimi 

yapıldı. Bu iĢlemler, deneyler için yeterli hücre sayısına elde edilene kadar 

tekrarlandı. 
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3.2.  A549 Hücre Hattından CD133 Ve CD326 Ġfade Eden Hücrelerin Manyetik 

Olarak Aktive EdilmiĢ Hücre Ayırma (MACS) Ġle Eldesi 

CD133 ve CD326 (Epcam) ifade eden hücrelerin elde edilmesi için pasajlama 

yöntemi ile hücreler, hücre kültür flaskından alındı. Hücreler sayısal olarak iki eĢit 

miktara bölünerek, etiketlenmiĢ hücre tüplerine alındı. MACS Bovine serum albümin 

(BSA) stok solüsyonu içerisine 1:20 oranında olmak üzere autoMACS yıkama 

solüsyonu ile seyreltilerek MACS tamponu hazırlandı ve uygulama boyunca buz 

içerisine alındı.  

Ġki farklı hücre tüpündeki hücreler protokollere uygun olarak aynı iĢlemden geçti. Ġlk 

olarak 300 x g’de 10 dakika santrifüj edildi. Süpernatantı atılan hücre pelleti üzerine 

10
8
 hücre için 300 µL olacak Ģekilde MACS tamponu eklendi. Ayrı ayrı olarak 10

8
 

hücre için 100 µL CD133 ve CD326 manyetik MicroBeads eklenerek 30 dakika +4 

0
C’de inkübe edildi. Daha sonra, 10

8
 hücre için 1 mL tampon kullanılarak hücreler 

yıkandı ve süpernatantı atıldı. MidiMACS ayırıcı, MultiStanda yerleĢtirilerek, ayırıcı 

kolon, ayırıcıya tutturuldu ve ayırma iĢlemi için gerekli alan oluĢturuldu. Kolon 

altına ise istediğimiz belirteci ifade etmeyen hücrelerin toplanması için tüp 

yerleĢtirildi. Ayırıcı kolon 3 mL MACS tamponu ile yıkandı. Kolon hücreler 

geçirildikten sonra 3 defa 3 mL MACS tamponu ile yıkanarak belirteci ifade 

etmeyen hücrelerin tüplerde toplanılması sağlandı. Kolonlar ayırıcıdan çıkartılarak 

ayrı ve etiketlenmiĢ tüplerine yerleĢtirildi. Kolonlar 5 mL MACS tamponu eklenerek, 

piston yardımı ile etiketlenmiĢ hücreler tüplere toplandı. 

Toplanan hücrelerin sayımı yapıldıktan sonra sekretomunun toplanması için hücre 

kaplarına, koĢullandırılmıĢ besiyeri ile ekimi gerçekleĢtirildi. 

3.3. Kontrol, CD133 ve CD326 Ġfade Eden Hücrelerden Sekretom Eldesi 

Sekretom edesi için, serum içermeyen DMEM High Glucose besiyeri 

(koĢullandırılmıĢ besiyeri) ile uygun miktarda ekilen hücreler 24 saat boyunca 37 °C 

ve %5 CO2 koĢullarında inkübe edildi. Süre sonunda sekretom içeren besiyeri 

toplandı. Toplanan besiyeri +4 
O
C 10000 x g’de 15 dakika santrifüj edilecek ve 

böylece hücrelere ait kalıntılar uzaklaĢtırılmıĢ olacaktır. Sekretom proteinlerini 

toplamak için StrataClean beadler kullanıldı. Beadleri protein bağlamaya hazır hale 

getirmek için üzerinde olası peptit kontaminasyonunu engellemek ve fenol mimik 
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eden protein bağlayıcı yapıyı aktive etmek amacıyla Tris-EDTA (tromethamine- 

ethylenediaminetetraacetic acid) tamponu (50 mM Tris, 10 mM EDTA, pH:7) ile iki 

kez yıkandı ve örnek baĢına 20 µL bead eklendi. Üzerine 200 µL 12 M HCl 

eklenerek 100 
O
C’de gece boyu inkübe edildi. Bu adımdan sonra her 5 mL 

koĢullandırılmıĢ besiyeri için 20 µL aktif bead eklendi ve besiyerleri +4 
O
C’de gece 

boyu çalkayalıyıcada bekletildi. Beadlere bağlanan proteinler, 8000 x g’de 15 dakika 

çöktürülerek besiyerinden ayrıĢtırıldı ve Tris-EDTA yıkaması ile besiyeri kalıntıları 

uzaklaĢtırıldı. Vakumlu santrifüjde kurutulan örnekler pudramsı bir hale geldikten 

kullanılacağı zamana kadar -20 
O
C’de saklandı (Bonn ve Otto, 2018). 

3.4. Bead Üzerindeki Proteinlerin Kütle Spektroskopi Analizine Hazırlanması 

KurutulmuĢ beadler, 100 uL 50mM TEAB (Tetraethylammonium bromide) içeren 

%2 (w/v) RapiGest ile yeniden süspanse edildi. Çözeltinin son konsantrasyonu 20 

mM olacak Ģekilde TCEP (tris(2-carboxyethyl)phosphine) eklendi ve örnekler 30 

dakika 60 
O
C'de inkübe edilerek buz üzerinde soğutuldu.  Oda sıcaklığı ve karanlıkta 

bulunan örneklere, IAA (Indole-3-acetic acid) son konsantrasyonu 40 mM olacak 

Ģekilde eklendi ve 15 dakika inkübe edildi. Ġnkübasyon sonrası 200 ng Lys-C ilave 

edildi ve 37 
O
C'de 1000 rpm'de 4 saat boyunca çalkalayıcıda inkübe edildi. Daha 

sonra örneklere 800 ng Tripsin-Gold ilave edilerek gece boyunca inkübe edildi. 

10000 x g'de 1 dakika süreyle santrifüj ardından peptit içeren süpernatanlar toplandı 

ve RapiGest'i uzaklaĢtırmak için 12000 x g'de 15 dakika süreyle santrifüj edildi. 

Örnekler, StageTip’lerdeki C18’e yüklenebilmesi için %1 TFA (Trifluoroacetic acid) 

ile asidifiye edildi. C18 materyali süspanse edilip StageTip’lere yerleĢtirildi. 

StageTip’ler tampon B (%0.1 Asetik Asit, %80 ACN (Acetonitrile)) ile yıkandı ve 

tampon A (%0.1 Asetik Asit) ile dengelendi. Asidifiye edilmiĢ örnekler, tiplere 

yüklendi ve peptit bağlı tipler, tampon A ile iki kez yıkandı. Yıkamanın ardından, 

tiplere tampon B ilave edildi ve peptitler tüplerden bir Ģırınga ile elüe edildi. 

Örnekler SpeedVac ile kurutuldu ve LC-MS/MS analizine kadar -20 
O
C'de saklandı 

(Bonn ve Otto, 2018).  

3.5. LC-MS/MS Analizi 

Shotgun proteom analizi LC-MS/MS Eksigent ekspert™ nanoLC 400 System ile 

bütünleĢik AB SCIEX TripleTOF® 5600+ sistemi ile gerçekleĢtirildi. AyrıĢtırma 
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iĢlemi ise GL Sciences Monolithic Capillary HPLC (0.1 mm x 250 mm) kolonu ile 

gerçekleĢtirildi. Sekretom örnekleri için 180 dakikalık akıĢ gradiyenti kullanıldı.  

Cihazın raporlaması, oluĢturulan ham veri analizi ve tek örnekte çoklu analiz 

ölçümleri Analyst® TF v.1.6 (AB SCIEX) ile yapıldı. Peptitlerin ve iyonlaĢmıĢ 

peptit ürünlerinin (ion-product) değerlendirmesi PeakView (1.2, AB Sciex) ile 

gerçekleĢtirildi. Proteinlerin tanımlanmasında modifikasyonlar, izoformlar ve protein 

sub-setleri gibi değiĢkenlerinde tanımlamada kullanılabilmesi için oluĢturulan pik-

listeleri ProteinPilot 4.5 Beta (AB SCIEX) ile MS/MS spectraları (PMF ve MS/MS 

ion) protein kaynak listerleri (canonical + isoforms) Homo sapiens türüne ait 

UniProtKB tabanlı referans kütüphane üzerinden değerlendirildi (Uniprot 

2023.06.02). Böylelikle örneklerden analiz edilen protein listeleri elde edildi. 

3.6. Verilerin Analizi 

LC-MS/MS analizinden sonra elde edilen protein listeleri 

https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/ sitesi kullanılarak, hücre 

gruplarına özgü olan protein listeleri belirlendi. 

Yapılan diğer analizler, gruplara özgü olan bu proteinler üzerinden 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Elde edilen proteinler, hemi heatmap tool (Ning ve ark., 2022) kullanılarak Gen 

Ontolojisi Biyolojik Süreç (Gene Ontology Biological Process) ile zenginleĢtirme 

analizi (Enrichment Analysis) gerçekleĢtirildi. Bu analiz çalıĢmada proteinlerin bir 

grup olarak hangi iĢlevleri gerçekleĢtirdiği bilgisini sağladı. 

Aynı proteinler STRING veri tabanı (https://string-db.org) (Szklarczyk ve ark., 2023) 

kullanılarak ağ ve fonksiyon analizleri gerçekleĢtirdi. Cytoscape (Shannon ve ark., 

2003) versiyon 3.10.1. ve eklentisi olarak stringApp versiyon 2.1.1 kullanılarak 

STRING veri tabanından elde edilen veriler görselleĢtirildi. Bu analiz ise proteinlerin 

tek baĢlarına veya birkaç protein ile hangi biyolojik iĢlevleri gerçekleĢtirdiği bilgisini 

sağladı. 

Etiketsiz Kantifikasyon (Label-Free Quantitation; LFQ) analizleri ise MaxQuant 

versiyon 2.4.2.0 (Cox ve Mann, 2008) Perseus versiyon 2.0.11 (Tyanova ve ark., 

2016) ve R (R 4.0.2) kullanılarak gerçekleĢtirildi. Bu analizler ile proteinlerin özgün 
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olup olmamasına değil, CD326 ve CD133 pozitif gruplarında gözlenen proteinlerin, 

kontrol grubunda gözlenen aynı proteinlere göre miktarının artıp artmadığı 

değerlendirildi Buradan elde edilen bilgiler ile upregüle edilen proteinlerin analizleri 

yine STRING kullanılarak network ve fonksiyon analizleri gerçekleĢtirdi. Bulunan 

özgün ve LFQ proteinleri ise Gene Expression Profiling Interactive Analysis (GEPIA 

2) (Tang ve ark., 2019) kullanılarak ifadelerinin kanserdeki sağkalım analizleri 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Tespit edilen proteinler, Uniprot (UniProt Consortium, 2013) ve Human Protein 

Atlas (Sjöstedt ve ark., 2020) kullanılarak fonksiyonları ve kanserde olan önemleri 

incelenmiĢtir.



 

29 

 

 

 

 

 

 

4. BULGULAR 

4.1. A549 Hücre Hattında CD133 Pozitif ve CD326 Pozitif Oranlarının Flow 

Sitometri Analizi 

A549 popülasyonunda, multipotent belirteç CD133 pozitif hücreler ve pluripotent 

belirteç CD326 (EpCAM) pozitif hücrelerin oranı akıĢ sitometri ile belirlenmiĢtir. 

Sonuçlara göre, A549 popülasyonunda CD133 pozitif hücre oranı %6.53, CD326 

pozitif hücre oranı ise %40.7 olarak tespit edilmiĢtir (ġekil 4.1.). 

 

ġekil 4.1. A549 Hücre Hattında CD133 ve CD326 Pozitif Hücrelerin Flow Sitometri 

Analizlerine Göre Oranları 

4.2. Kontrol Grubu, CD133 Pozitif ve CD326 Pozitif Hücrelerin Sekretom 

Protein Analizi  

LC-MS/MS analizi ile grupların protein listesi belirlendi. Analiz sonucunda; kontrol 

grubunda 64, CD326 (Epcam) pozitif grubunda 11 ve CD133 pozitif grubunda 54 
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özgün protein tespit edilmiĢtir (ġekil 4.2.). Bu protein listesi Tablo 4.1.'de 

görülmektedir. 

 

ġekil 4.2. Hücre Gruplarına Özgü Protein Sayılarının Ven ġeması ġeklinde 

Gösterimi 

Tablo 4.1. Hücre Gruplarının Özgün Protein Listesi 

Kontrol ACTN4 GOT2 KRT19 ARPC5 TBCB RPS2 PDAP1 AIFM1 

RPS18 G3BP1 HNRNPH1 CYCS CTSB STC1 CNDP2 NONO 

NAMPT ELAVL1 RPS6 GCNT3 UGDH CSTB ADM SRXN1 

RPS10 SNRPD3 RPL11 RPL8 YBX3 H3-3B HSPA9 UBQLN4 

PCNP NUMA1 TPM3 EIF1 RPL12 UBE2V2 SFN ENSA RRBP1 

TAX1BP3 CCT2 AHNAK2 NTS PFDN5 RPL30 PLEC NME1 

HSP90B1 LAMA5 PAPPA CTTN EIF3G KHSRP TFG JPT2 

BOLA2B EEF1G AHNAK NSFL1C PFDN2 EEF1A2 HSPH1 

CD133 PTPRK EDN1 H2BC12 C1R CLSTN1 CTSS LMAN2 SUB1 

SLC39A10 H2BC9 C5 HLA-B LYZ RARRES1 COX6B1 AGRN 

DNASE2 H3C13 CLTA SDF4 VTN C3 IGFBP6 APOH IGFBP1 

SUMF2 CDH1 IGFBP3 FGG CSF1 H2BC14 PRDX5 ANG INSL4 

MYH9 BCAM TF SEMA3B H3C14 TGFB1 RPL6 B4GALT1 

LTBP1 CDH2 HSPG2 FCGBP LTBP3 LAMC1 PIN4 SRP9 CFD 

RBMXL1 H3C15 APLP1 

CD326 DPY30 SYTL4 NRCAM SQSTM1 RANBP1 CALD1 SMAP 

TMSB4X HMGA1 TRIM28 DDX21 
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4.3. Kontrol Grubu Hücrelerin Sekretom Protein Analizi 

Kontrol grubu proteinleri üzerinde Gen Ontolojisi (GO) kullanılarak yapılan 

zenginleĢtirme analizi sonuçları incelendiğinde, kök hücre popülasyonunun 

sürdürülmesi, çift sarmal DNA kırıkları ve DNA hasar onarımları, RNA 

metabolizması, telomer bakımı, transkripsiyon sonrası modifikasyonlar ve apoptotik 

sürecin düzenlenmesi gibi normal hücresel biyolojik süreçlerin yer aldığı 

gözlemlenmiĢtir (ġekil 4.3.). 
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ġekil 4.3. Kontrol Grubu Hücrelerin Proteinlerinin Gen Ontolojisi Biyolojik Süreç 

ZenginleĢtirme Analizi Sonuçları 
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4.4. CD326 Pozitif ve CD133 Pozitif Hücre Sekretom Protein Analizi 

CD133 pozitif ifade eden popülasyonların sekretom proteinlerinin gen ontolojisi 

analizleri anjiyogenez, kan damarı geliĢimi, yara onarımı, hücre dıĢı matris 

organizasyonu, bağıĢıklık tepkisi, mezenkimal kök hücre farklılaĢması, hücre 

migrasyonu, hücre yapıĢması ile ilgili ontolojilerin zenginleĢtiğini göstermektedir. 

Ancak, GO analizinde sadece CD326 pozitif ifade eden grupta epitelden 

mezenkimale geçiĢ, nöron farklılaĢması, plasenta morfogenezi gibi biyolojik süreçler 

ile ilgili moleküllerin varlığı dikkat çekicidir (ġekil 4.4. ve ġekil 4.5.). 
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ġekil 4.4. CD133 Pozitif Grubu Hücrelerin Proteinlerinin Gen Ontolojisi Biyolojik 

Süreç ZenginleĢtirme Analizi Sonuçları 
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ġekil 4.5. CD326 Pozitif Grubu Hücrelerin Proteinlerinin Gen Ontolojisi Biyolojik 

Süreç ZenginleĢtirme Analizi Sonuçları 
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Grup-spesifik proteinlerin STRING network analizleri yapıldığında, CD133 pozitif 

grubunda VTN, BCAM, LAMC1 gibi mezoderm kökenli moleküllerin varlığı 

gözlendi. Bu networkda TGFB1 de mevcuttur. CD133 pozitif olan ve multipotent 

olduğu düĢünülen bu hücre grubu, malign dokularda vaskülarizasyonu tetikleyen 

ANG ve tümör invazyonunu ve metastazını kontrol ettiği bilinen PTPRK 

moleküllerinin varlığıyla da dikkat çekmektedir. CD133 pozitif hücrelerin hücre 

adezyonu, farklılaĢması ve göçü ile ilgili moleküllerce zengin ontolojiler sergilediği 

ve bu ontolojilerde TGFB1, VTN, LAMC1 ve B4GALT1 gibi proteinlerin ortak 

olduğu gözlenmiĢtir. Ayrıca hücre popülasyon proliferasyonu ve hücre migrasyonu 

ile alakalı ontolojiler de gözlenmiĢ ve bu ontolojilerin ise TGFB1, PTPRK, IGFBP3 

ve APOH proteinleri tarafından ortak düzenlendiği gözlenmiĢtir. CD133 pozitif 

iliĢkili moleküllerin GO biyolojik süreç analizleri ġekil 4.6.'de görselleĢtirilmiĢtir. 
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ġekil 4.6. CD133 Pozitif Hücre Sekretom Proteinlerinin STRING Network Analizi 

ve Gen Ontolojisi Biyolojik Süreç Analizi 

CD326 pozitif grubunda ise anjiyogenez biyolojik sürecinde yer alan NRCAM ve 

CALD1 moleküllerinin varlığı, CD326 popülasyonuna özgü proteinlerde öne 

çıkmaktadır. Ayrıca, SUMOylation yolağında yer alan TRIM28 proteininin varlığı, 

bu grubun DNA hasar onarım kapasitesi ile iliĢkilendirilmiĢtir. STRING veritabanı 

ile yapılan CD326 pozitif iliĢkili moleküllerin GO biyolojik süreç analizleri ġekil 

4.7.’de görselleĢtirilmiĢtir. 
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ġekil 4.7. CD326 Pozitif Hücre Sekretom Proteinlerinin STRING Network Analizi 

4.5. CD133 Pozitif ve CD326 Pozitif Hücrelerin Sekretom Proteinlerinin LFQ 

Analizi 

ÇalıĢmanın devamında CD133 pozitif ve CD326 pozitif grupların, kontrol grubu 

arasındaki ekspresyon farklılıklarıyla gözlenen proteinler etiketsiz kantifikasyon 

(LFQ) yöntemi kullanılarak incelenmiĢtir. LFQ protein listesi Tablo 4.2.’de yer 

almaktadır. Proteinlerin LFQ analizleri sonucunda çıkan volkan grafikleri ise CD133 

pozitif için ġeklil 4.8. ve CD326 pozitif için ġekil 4.9.’da yer almaktadır. 
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Tablo 4.2. Hücre Gruplarının LFQ Analizine Göre Upregüle ve Downregüle Edilen 

Proteinler 

CD133 Pozitif Upregüle FCGBP RNASET2 GSN CHGB LILRB3 CTSD 

C1R SDF4 PCSK9 CFD DNASE2 FGG HEXB 

PTPRK C1S CDH1 ADAM10 DKK1 GCNT3 

AGR2 TIMP1 CST3 CST1 FGA FGB FN1 VTN 

CHGB CFH SPP1 TFPI CLU IGFBP2 IGFBP4 

GRN RNASE4 MARCKSL1 B2M TGFB2 

MUC5AC HSPG2 NUCB1 ODF1 IGFBP7 

GOLM1 SMOC1 SLC38A10 MUC5B PCSK1N 

CD133 Pozitif Downregüle HNRNPDL EEF1A1 TSC22D1 HNRNPM PRDX1 

HSPA1B PTBP1 H3F3B AARS HSPD1 

HNRNPA1 NCL NONO PABPC1 FLNB PLEC 

ACTN4 NQO1 EEF1E1 HNRNPAB UCHL1 

G6PD EIF4B CALD1 PAICS EEF1D HSPA8 

CCT2 TUBA1B RANBP1 RPL28 RPS17 EIF5A 

HN1 KPNB1 NARS PLIN3 RPS11 KHSRP UGDH 

HIP1R HEXIM1 ALDH1A1 GSR AK1 GAPDH 

KRT18 SERPINE2 TUBB SCG2 EEF2 HNRNPL 

HSPA7 RPL12 PEBP1 ALDH3A1 HNRNPH3 

SFN MAP1B SRP9 CRIP1 RPS18 SNRPD2 

TMSB4X RPL11 ACTG1 TMSB10 YBX1 

TUBB4B FKBP4 KHDRBS1 TRIM28 CTTN 

LASP1 PPA1 PCBP1 HMGN3 TXNRD1 LRRFIP1 

SERBP1 MAPK1IP1L TAF15 SRXN1 HN1L 

CACYBP UBQLN4 PA2G4 

CD326 Pozitif Upregüle NCL ASH1L DDX21 RPS3A YWHAZ GOT2 

TXN MDH2 ACTB TMSB4X TMSB10 EIF4EBP1 

CD326 Pozitif Downregüle FCGBP TSC22D1 CREG1 H3F3B SDF4 ADAM9 

BTF3 NAMPT CFD PKM PFDN1 C1S SLC12A2 

SRP14 CDH1 RPS17 KPNB1 HIP1R DKK1 

PRSS23 GCNT3 TIMP1 CST1 FGA FGB FN1 

CFH CLU SCG2 MIF IGFBP4 GRN RPL12 

RNASE4 CXCL5 RPS10 SRP9 STC1 RPS18 

HIST1H4A RPL11 ACTA1 MUC5AC HSPG2 

NUCB1 RPL6 KHDRBS1 DAG1 DSG2 ODF1 

IGFBP7 TSKU SMOC1 PFDN2 
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ġekil 4.8. CD133 Pozitif Hücrelerin Sekretom Proteinlerinin Kontrol Grubuna Göre 

Ekspresyon Farklılıklarını Gösteren Volkan Grafiği. 
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ġekil 4.9. CD326 Pozitif Hücrelerin Sekretom Proteinlerinin Kontrol Grubuna Göre 

Ekspresyon Farklılıklarını Gösteren Volkan Grafiği. 
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CD326 pozitif hücrelerin LFQ analizleri, IGFBP4 ve 7 gibi stres koĢulları altında 

salgılanan moleküllerin bu hücrelerde aĢağı regüle edildiğini göstermiĢtir. Ayrıca 

TIMP1 ve CXCL5 moleküllerinin ekspresyonlarında da azalma gözlenmiĢtir. 

Pluripotent hücre grubunda ekspresyonu artan proteinler arasında DDX21, MDH2 ve 

TMSB4X gibi moleküller dikkat çekmektedir. Ayrıca bu grupta YWHAZ proteininin 

ekspresyonunda da artıĢ gözlenmiĢtir. Human Protein Atlas’a göre pluripotent alt 

grubun sekretomunda artan bu molekülün ekspresyonunun akciğer kanseri sağ kalım 

oranını etkilediği gözlenmiĢtir. YWHAZ molekülünün ekspresyonunun arttığı 

durumlarda sağ kalım olasılığında anlamlı azalma görülmüĢtür. 

CD133 pozitif hücre grubunun bağıl ekspresyon çalıĢmalarında SERPINE2, HSPA7, 

GAPDH, TRIM28, ALDH3A1 gibi moleküllerin ekspresyonlarında azalmalar 

gözlenmiĢtir. Bu multipotent alt grupta ekspresyonu artan proteinler incelendiğinde 

pluripotent gruptan farklı olarak IGFBP2, 4 ve 7 proteinlerinin ekspresyonunda artıĢ 

gözlenmiĢtir. ADAM10 ve TIMP1 gibi ekstraselüler matriks modifiye edici 

proteinlerin ekspresyonunda da artıĢ kaydedilmiĢtir. Bu grupta ekspresyonu artan bir 

diğer dikkat çekici molekül ise TGFB2’dir. Ayrıca CD133 pozitif hücrelerde VTN 

proteininin ekspresyonunun arttığı gözlenmiĢtir. Epitel kökenli hücrelerde 

ekspresyonu artan bu mezenkimal kökenli belirteç dikkat çekici bir bulgudur. HPA 

analizlerine bakıldığında bu belirtecin akciğer dokusu ve akciğer kanseri ile iliĢkili 

olmadığı dikkat çekmektedir. CD133 pozitif grupta eksprese edilen bu proteinin 

epitelden mezenkimale geçiĢle iliĢkili olabileceği düĢünülebilir. 

CD326 pozitif grubun LFQ proteinlerinin STRING network analizi ve Gen 

Ontolojisi Biyolojik Süreç analizi yapıldığında ise aktin proteini olan ACTB’nin 

diğer tüm proteinler ile bağlantılı olduğu gözlenmiĢtir (ġekil 4.10.). 
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ġekil 4.10. CD326 Pozitif Grubun Upregüle Edilen Proteinlerinin STRING Network 

Analizi. 

CD133 pozitif grubun LFQ proteinlerinin STRING network analizi ve GO Biyolojik 

Süreç analizi sonucundai hücre aktivasyonu, hücre-hücre adhezyonu, hücre-matriks 

adhezyonu gibi biyolojik süreçlerle ilgili proteinlerin ekspresyonunun kontrol 

grubuna kıyasla daha yüksek olduğu tespit edilmiĢtir. Ayrıca hücreyle ilgili geliĢme, 

büyüme, ölüm ve yara iyileĢmesi gibi süreçlerle ilgili proteinler için durumun aynı 

olduğu gözlenmiĢtir (ġekil 4.11.). Bu süreçler için genellikle TGFB2, FN1, FGA, 

FGB ve FGG proteinlerinin çoklu görevleri olduğu görülmüĢtür. 
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ġekil 4.11. CD133 Pozitif Grubun Upregüle Edilen Proteinlerinin STRING Network 

Analizi ve Gen Ontolojisi Biyolojik Süreç Analizi. 

4.6. GEPIA 2 Kullanılarak Belirlenen Proteinlerin Kanserde Ġfade Düzeyleri ve 

Sağkalım Analizleri 

CD133 ve CD362 pozitif grupların özgün proteinleri ve LFQ yöntemi ile tespit 

ettiğimiz proteinlerin ifadelerinin kanser de sağkalımlarının analiz edilmesi için Gene 
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Expression Profiling Interactive Analysis (GEPIA 2) aracı kullanılmıĢtır. Bu araç ile 

yapılan analizler sonucunda, bulunan proteinlerin kanser türlerinde sağkalımları fazla 

ifade etmesi ve az ifade etmesine göre analiz edilmiĢtir. ġekillerdeki kırmızı rengin 

koyulaĢması o proteinin yüksek ifadesinin, mavi rengin koyulaĢması ise o proteinin 

az ifadesinin daha ölümcül olduğunu göstermektedir. 

CD326 pozitif özgün proteinlerinin sağkalım analizleri ġekil 4.12’de verilmiĢtir. 

ġekil incelendiğinde CALD1 proteinin yüksek ifadesi ve TRIM28 ve TMSB4X 

proteinlerinin az ifadesinin sağkalımı etkilediği görülmüĢtür. Bu proteinlerin diğer 

kanser türlerine göre de analizi ġekil 4.13’tedir. Analiz edilmiĢ olan LUSC (Akciğer 

Skuamöz Hücreli Karsinom) kanserindeki pluripotent olduğu düĢünülen hücre 

grubuna ait olan özgün proteinlerin, MESO (Mezotelyoma), LGG (Beyin DüĢük 

Dereceli Gliom), KICH (Böbrek Kromofob) gibi farklı germ dokularından köken 

alan kanserler de görülmesi ve yüksek ifadesinin sağkalımı olumsuz etkilemesi 

dikkate değerdir. 

ġekil 4.12. CD326 Pozitif Hücre Grubunun Özgün Proteinlerinin Ġfadesinin 

Sağkalım Analizleri. 
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ġekil 4.13. CD326 Pozitif Hücre Grubunun Özgün Proteinlerinin Ġfadesinin Kanser Türlerinde 

Sağkalım Analizleri. 
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CD326 pozitif hücrelerin LFQ analizindeki upregüle edilen proteinlerinin de 

sağkalım analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir (ġekil 4.14.). Bu analize de dikkate değer 

noktalar, YWHAZ proteinin yüksek ifadesi ile TMSB4X ifadesinin az ifadesinin 

sağkalımı olumsuz etkilemesidir. Diğer kanser türlerine göre analiz edildiğinde ise 

MESO, LGG ve KICH ile benzerlikleri göze çarpmaktadır (ġekil 4.15.). 

ġekil 4.14. CD326 Pozitif LFQ Upregüle Proteinlerinin Ġfadesinin Sağkalım 

Analzileri 
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ġekil 4.15. CD326 Pozitif LFQ Upregüle Proteinlerinin Ġfadesinin Kanser Türlerine 

Göre Sağkalım Analizleri. 
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Bu durum, pluripotent kök hücrenin hiyerarĢik durumu ve farklı germ doku kaynaklı 

kanser türleri olmaları göz önüne alındığında KKH’ler için bir tablo oluĢturmaktadır. 

CD133 pozitif özgün proteinlerinin sağkalım analizleri ġekil 4.16.’de verilmiĢtir.  

Burada VTN, PTPRK ve IGFBP3 yüksek ifadesinin olumsuz sağkalımı önemlidir. 

Diğer kanser türlerine göre durum incelendiğinde ise (ġekil 4.17.) LAMC1, LTBP1, 

BCAM, ANG genleri öne çıkmaktadır. LFQ upregüle edilen proteinlerin analizleri 

yapıldığında ise (ġekil 4.18.) TIMP1, ADAM10, PTPRK, FN1, FGA ve FGG gibi 

genler öne çıkmaktadır. Upregüle edilen proteinlerin diğer kanser türlerine göre 

durumuna bakıldığında ise (ġekil 4.19.) LGG (Beyin) kanserinde yüksek ifadelerinin 

sağkalım durumu görülmektedir. Birçok upregüle edilen proteinin beyin kanserinde 

de yüksek ifadesinin sağkalımı olumsuz etkilediği görülmektedir. Bu bulgular, 

akciğer kanserinin beyne yaptığı yüksek metastaz oranı düĢünüldüğünde ve metastaz 

olan kanserin daha agresif olduğu göz önüne alındığında önemli veriler olduğunu 

ortaya koymaktadır. 

Bu bilgiler göze alındığında, tespit edilen proteinler 4 farklı kanser türünde de tespit 

edilip benzer sağkalım oranları gözlenmiĢtir. Üç farklı kanser türünün (KICH, LGG, 

LUSC) görüldüğü dokuların üç farklı germ tabakasından köken alması da ayrıca ilgi 

çekicidir. En önemlisi ise pluripotent olarak kabul ettiğimiz CD326 pozitif hücrelere 

özgün olan proteinlerin bu diğer kanser türlerinde de önemli olduğunun 

gözlenmesidir. Bu durum bu hücre popülasyonunun metastazın nedeni olduğu 

düĢüncemizi desteklemektedir. Tespit edilen bu proteinlerin özellikleri ve farklı 

dokulardaki farklı kanserlerde de gözlenmesi tartıĢmada ayrıntılı olarak ele 

alınacaktır. 
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ġekil 4.16. CD133 Pozitif Hücre Grubunun Özgün Proteinlerinin Ġfadesinin 

Sağkalım Analizleri. 
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ġekil 4.17. CD133 Pozitif Hücre Grubunun Özgün Proteinlerinin Ġfadesinin Kanser 

Türlerinde Sağkalım Analizleri. 
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ġekil 4.18. CD133 Pozitif LFQ Upregüle Proteinlerinin Ġfadesinin Sağkalım 

Analizleri 
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ġekil 4.19. CD133 Pozitif LFQ Upregüle Proteinlerinin Ġfadesinin Kanser Türlerine 

Göre Sağkalım Analizleri. 
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5. TARTIġMA  

Kanser kök hücreleri (KKH'ler), tümörler içerisinde, tümör kütlesini oluĢturan çeĢitli 

hücre tiplerine farklılaĢma ve kendini yenileme gibi yeteneklere sahip olan belirgin 

bir hücre alt popülasyonudur. Bu kavram, tümörlerin hiyerarĢik olarak organize 

olduğunu ve tepedeki KKH'lerin tümör baĢlangıcını, ilerlemesini ve metastazını 

yönlendirdiğini varsayan kanser kök hücre teorisine dayanmaktadır (Yang ve ark., 

2019; Yu ve ark., 2012). KKH'lerin tanımlanması, kanser tedavisi için önemli 

sonuçlar doğurur, çünkü bu hücreler kemoterapi ve radyasyona karĢı doğal dirençleri 

nedeniyle genellikle tümörün tekrarlamasından ve metastazından sorumludurlar 

(Zhao ve ark., 2018). Yapılan çalıĢmalar, KKH'lerin tümörün büyük kısmını etkili bir 

Ģekilde ortadan kaldıran tedavi protokollerinden sağ çıkabildiğini ve hastalığın 

tekrarlamasına ve ilerlemesine yol açtığını göstermiĢtir (Noh ve ark., 2012). 

Tümörler içindeki KKH'lerin heterojenliği, farklı KKH popülasyonlarının terapilere 

farklı yanıtlar verebilmeleri nedeniyle etkili tedavilerin geliĢtirilmesini 

zorlaĢtırmaktadır (Shipitsin ve ark., 2007). Bu heterojenlik yalnızca tedavi için bir 

zorluk değil, aynı zamanda kanser evriminin ve adaptasyonunun dinamik doğasını 

yansıttığı için tümör biyolojisini anlamanın da önemli bir yönünü oluĢturmaktadır 

(Gentry ve ark., 2009). Bu nedenle, KKH davranıĢını yöneten moleküler 

mekanizmalar ve tümör mikroçevresindeki etkileĢimleri üzerine devam eden 

araĢtırmalar, bu dayanıklı hücreleri hedeflemeyi amaçlayan yeni terapötik stratejiler 

geliĢtirmek için önemlidir (Ben-Porath ve ark., 2008). 

Bu tez çalıĢmasında ise A549 küçük hücreli dıĢı akciğer kanseri hücre hattından 

CD133 ve CD326 (Epcam) ifade eden hücreler MACS yöntemi kullanılarak izole 

edilmiĢ, kontrol grubu olarak ise A549 hücre hattı kullanılmıĢtır. Elde edilen bu 3 

grubun sekretom proteinleri LC-MS/MS yöntemi kullanılarak proteomiks olarak 
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incelenmiĢtir. Belirlenen proteinlerin fonksiyonları ve görevleri, çeĢitli 

biyoinformatik araçlar kullanılarak incelenmiĢtir. 

Deney gruplarından biri olan prominin-1 olarak da bilinen CD133 biyobelirteci, 

çeĢitli kanserlerde, özellikle kanser kök hücreleri (KKH'ler) bağlamında önemli bir 

biyobelirteç olarak ortaya çıkmıĢtır. CD133, kendi kendini yenileme yetenekleri ve 

tümör oluĢturma potansiyeli ile karakterize edilen KKH'leri tanımlama ve izole 

etmede önemli bir rol oynayan 5-transmembran glikoproteindir. ÇalıĢmalar, CD133 

pozitif hücrelerin CD133 negatif olanlara kıyasla geliĢmiĢ proliferatif aktivite, 

kemoterapi ve radyoterapiye karĢı artan direnç ve tümör baĢlatma konusunda daha 

büyük bir yetenek sergilediğini göstermiĢtir (Gisina ve ark., 2023). Örneğin, 

endometriyal kanserde, CD133 pozitif hücreler yalnızca daha yüksek bir çoğalma 

oranı göstermekle kalmamıĢ, aynı zamanda sisplatin ve paklitaksel gibi yaygın 

terapötik ajanlara karĢı artan kemoterapi direnci de göstermiĢtir Dahası, CD133 

ekspresyonu, varlığının ileri hastalık evreleri ve tekrarlama olasılığının artmasıyla 

iliĢkili olduğu kolorektal ve gastrik kanserler dahil olmak üzere çeĢitli malignitelerde 

kötü prognozla iliĢkilendirilmiĢtir (Ding ve ark., 2017). 

Epitel hücre adezyon molekülü (EpCAM) olarak da bilinen ve diğer deney grubunu 

oluĢturan CD326 biyobelirteci ise, pluripotent kök hücreler (PKH'ler) için önemli bir 

belirteç olarak kabul edilir. Ġfadesi, embriyonik kök hücrelerinde (EKH'ler) ve 

indüklenmiĢ pluripotent kök hücrelerde (iPKH'ler) farklılaĢmamıĢ durumun 

sürdürülmesiyle iliĢkilendirilmiĢtir. ÇalıĢmalar, CD326'nın farklılaĢmamıĢ EKH 

hatlarında sürekli olarak ifade edildiğini göstermiĢtir ve bu da onu pluripotent 

hücreleri tanımlamak için güvenilir bir belirteç haline getirmektedir (Ng ve ark., 

2009). CD326'nın pluripotensi sürdürmede hayati süreçler olan hücre sinyalizasyonu 

ve göçünde rol oynadığı da gösterilmiĢtir (Hughes ve ark., 2011). CD326'nın 

pluripotent bir belirteç olarak kullanılması, SSEA-4 ve Tra-1-60 gibi diğer 

pluripotensi belirteçlerle etkili ortak ifadesiyle kanıtlandığı gibi, PKH'lerin heterojen 

hücre popülasyonlarından izole edilmesini kolaylaĢtırma yeteneğiyle daha da 

desteklenmektedir (Gundry ve ark., 2012). CD326 yalnızca pluripotansiyellik için bir 

belirteç olarak değil, aynı zamanda kök hücrelerin farklılaĢmamıĢ durumunu 

sürdüren düzenleyici ağlarda iĢlevsel bir bileĢen olarak da hizmet eder. Bu bilgiler 
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ıĢınında CD326 ifade eden kanser kök hücreleri, pluripotent kök hücreler olarak 

değerlendirilebilir. 

Kanser kök hücrelerini inceleyen çalıĢmalar yapılmıĢ olsa da A549 hücre hattında 

farklı biyobelirteçler kullanılarak belirlenen hücre popülasyonlarından elde edilen 

sekretom proteinlerinin fonksiyon ve iĢlev olarak inceleyen bir çalıĢma bilgilerimiz 

dahilinde bulunmamaktadır. 

Bu çalıĢmada, multipotent ve pluripotent özelliklere sahip kanser kök hücrelerinin 

sekretom proteinlerini inceleyerek bu hücrelerin çevreleri üzerindeki etkileri 

hakkında bilgi edinmeyi amaçladık. Bu kapsamda, sekretom proteinlerinin 

tanımlanması için kütle spektrometresi yöntemi kullanılmıĢ ve elde edilen veriler 

çeĢitli biyoinformatik araçlar ile analiz edilmiĢtir.  

CD133 pozitif hücreler, uzun süredir kanser kök hücrelerinin biyobelirteci olarak 

kullanılmaktadır ve bu hücrelerin tanımlanmasında önemli bir rol oynamaktadır 

(Aghajani ve ark., 2019). Bu çalıĢmada, CD133 pozitif hücrelerin multipotent kök 

hücrelere benzer Ģekilde iĢlev gören proteinler salgıladığı belirlenmiĢtir. Bu bulgular, 

2007 yılında Sobhani ve arkadaĢlarının çalıĢmasında elde edilen sonuçlarla 

uyum göstermektedir. Bu hücreler mezenkimal kök hücre farklılaĢmasını, beyin 

dokusu hücrelerinin farklılaĢmasını ve çoğalmasını indükleyen proteinler 

salgılamaktadırlar. Bu iĢlevlerin kanser hücrelerinin bulunduğu dokuda 

gerçekleĢtiyor gibi görünmektedir. Ayrıca, bu hücrelerin anjiyogenez, hücre dıĢı 

matris yapılanması, kan damarlarının yeniden Ģekillenmesi, hücre-hücre ve hücre-

matris yapıĢması gibi süreçlerde rol oynadığı ve bu iĢlevlerin kanser hücreleri için 

destekleyici bir niĢ oluĢturduğu belirtilmiĢtir (Plaks ve ark., 2015). Bunun yanı sıra, 

bu hücrelerin hücre göçünü ve metastazı indüklediği de gözlemlenmiĢtir. 

Belirttiğimiz sonuçlarımız bu hücrelerin kanser destek hücreleri olarak iĢlev 

gördüğünü göstermektedir. Bu hücreler yakın dokuyu yeni kanser hücreleri için 

uygun hale getirdiği ve yeni kanser hücreleri oluĢturduğu, sonunda ise bu hücreler 

göç etmeye baĢladığı gözlenmiĢtir (ġekil 4.4). 

STRING analiz verileri bu iĢlevlerin çoğunlukla TGFB1, LAMC1 ve VTN 

tarafından düzenlendiğini gözlenmiĢtir (ġekil 4.6.). TGFB1 (TGF-β ailesi), kök 



 

57 

 

hücrelerin kendini yenileme iĢlevi için gereklidir (Wang ve ark., 2024). Kanser 

hücrelerinde bu proteinlerin kötüye kullanımı kanser hücrelerini destekler. 

LAMC1'in kanser hücrelerini, tümör ilerlemesini ve göçünü desteklediği 

bilinmektedir (Plaks ve ark., 2015; Kunitomi ve ark., 2020). LAMC1, TGFB 

tarafından upregüle edilir (Fang ve ark., 2021) ve bazı kanser tipleri için prognostik 

bir faktör olarak kabul edilir (Fang ve ark., 2021; Kunitomi ve ark., 2020). 

Verilerimiz bu bulguları desteklemektedir. VTN veya Vitronektin'in bilinen iĢlevleri 

hücre yapıĢmasını, yayılmasını ve göçünü teĢvik etmektir (Schvartz ve ark., 1999). 

Kanserde ise Vitronektin hücre farklılaĢmasını ve tümör oluĢumunu 

desteklemektedir (Hurt ve ark., 2010). Vaskülarizasyonu destekleyen ANG 

(Aghajani ve ark., 2019; Caporarello ve ark., 2017), PTPRK tümör invazyonu ve 

metastazda da gözlenmektedir.  

LFQ upregüle edilen proteinler, CD133 pozitif hücrelerin salgısının, hücre 

popülasyonunu korumada heterojen hücrelere göre daha fazla çalıĢtığını 

göstermektedir. Bu iĢlev için TGFB2 (Liao ve ark., 2021) kullanılmakta. 

Ekstraselüler matrisi değiĢtiren proteinler olan ADAM10 (Siney ve ark., 2017) ve 

TIMP1 (Duch ve ark., 2022) de CD133 pozitif hücrelerde upregüle edilmiĢtir. 

HPA'ya göre, upregüle ADAM10 ve DKK1 proteinleri akciğer kanserinde olumsuz 

prognostik belirteçlere sahiptir. 

SERPINE2, CD133 ve CD326 pozitif hücrelerin tek ortak sekretom proteinidir. 

SERPINE2, serpin ailesinden bir proteindir. BaĢlıca iĢlevleri serin proteazlarını 

inhibe etmektir. SERPINE2 baskılanması, radyodirencini, DNA hasarı onarımını, 

göçü ve in vitro invazyonu inhibe etmektedir (Zhang ve ark., 2022). Bu protein ailesi 

bir süredir biyobelirteç hedefidir. SERPINE2 upregülasyonu 12 kanser tipinde 

gözlemlemiĢtir (Liu ve ark., 2024). 2020 yılında yapılan bir çalıĢmada, 

SERPINE2'nin aĢırı ekspresyonunun akciğer adenokarsinomunda kötü prognoza yol 

açtığı ve akciğer adenokarsinomunun prognostik bir belirtecini önerdiği bulunmuĢtur 

(Dokuni ve ark., 2020). Belirlediğimiz CD133 ve CD326 pozitif hücrelerin iĢlevleri 

göz önüne alındığında bulgularımız bu çalıĢmalar ile paraleldir. 

CD326 (EpCAM) pozitif kanser hücreleri, hücre-hücre yapıĢması, çoğalma, 

pluripotent bir durumun sürdürülmesi, farklılaĢmanın düzenlenmesi, göç ve invazyon 
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gibi iĢlevlerle iliĢkilidir (Dollé ve ark., 2015). Pluripotent kök hücreler ektoderm, 

mezoderm ve endoderm olan üç embriyonik germ katmanına farklılaĢma yeteneğine 

sahiptir. Bu üç germ katmanı ise tüm dokuların kaynağıdır (Ohtsuka ve Dalton, 

2008). Ayrıca bu hücreler diğer hücrelerden daha fazla DNA onarım kapasitesine 

sahiptir. Bu kapasite onları hücre ölüm mekanizmalarının çoğundan korumaktadır 

(Luo ve ark., 2012). Bulgularımız CD326 pozitif hücrelerin pluripotent kök hücre 

iĢlevleri gibi iĢlev gören proteinler salgıladığını göstermektedir. Kanser hücrelerinin 

dokudaki kanser ilerlemesini geniĢletmek ve etkilemek için sekretomu kötüye 

kullandığı bilinmektedir (Kilmister ve ark., 2022). DNA onarımı ve kemoterapi 

direnciyle bilinen TRIM28 proteini (Zhang ve ark., 2023) belirtilmesi gereken 

önemli bir proteindir. TRIM28 upregülasyonu ayrıca küçük hücreli dıĢı akciğer 

kanserinde sisplatin direnciyle de iliĢkilidir (Tan ve ark., 2022). 

HPA'ya göre LFQ upregüle edilmiĢ protein YWHAZ, akciğer kanserinde olumsuz 

prognostik belirteçtir. Bu protein epitel mezenkimal geçiĢ, akciğer kanserinde hücre 

çoğalmasını ve göçünü/invazyonunu teĢvik etmesiyle bilinmektedir (Chen ve ark., 

2012; Gan ve ark., 2020). Bu özellikler YWHAZ'ı pluripotent kanser hücreleri için 

potansiyel bir biyobelirteç yapmaktadır. 

Küçük hücreli dıĢı akciğer kanseri (KHDAK) hastalarının yaklaĢık %40'ına beyin 

metastazı tanısı konmaktadır (El Rassy ve ark., 2018). Kanser metastaz olduğunda 

genellikle tedaviye daha dirençlidir ve daha ölümcüldür. Bu durumun altında yatan 

mekanizmalar günümüzde yeterince anlaĢılamamıĢtır (Kilmister ve ark., 2022). 

Endoderm kökenli akciğer hücreleri ektoderm kökenli bir beyin dokusuna göç edip 

metastaz yapabiliyorsa, akciğer kanserinde olduğu gibi, bu pluripotent kanser hücresi 

tarafından da mümkün olabilir ve CD326 pozitif ifade eden hücrelerin sekretom 

protein analizlerinin sonuçları bu fikri desteklemektedir. CD326 pozitif hücreler de 

pluripotent kök hücreler gibi epitel mezenkimal geçiĢ mekanizmalarında iĢlev gören 

proteinler salgılamaktadır. 

Bu çalıĢmada tespit edilen proteinleri incelenirse; CD326 da özgün olan 

proteinlerden, CALD1 proteininin periferik sinir rejenerasyonu sırasında Schwann 

hücre göçünde rol oynadığı Uniprot veri tabanında belirtilmiĢtir. Bu durum 

zenginleĢtirme analizindeki (ġekil 4.5.) nöron farklılaĢmasının pozitif regülasyonu 
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gözlenmesiyle iliĢkili olabilir. Ayrıca bu proteinin yüksek ifadesi LGG kanserinde 

sağkalımı olumsuz etkilemektedir. TMSB4X ise downregüle edilen bir protein. 

Uniprot’a göre bu proteinin görevleri arasında kök hücre değiĢimini baskılamak ve 

pluripotent hücrelerin S fazına girmesini engellemektir yer almaktadır. GEPIA2’ye 

göre bu proteinin düĢük ifadesi LUSC kanserinde ve yüksek ifadesi ise LGG 

kanserinde sağkalımı olumsuz etkilemekte. Bu durum akciğer kanserinde pluripotent 

hücrelerin az aktive olmasıyla birlikte saklanmasına ve beyine geçtiğinde veya bu 

hücreler beyinde aktive olduğunda akciğer kanserine göre daha agresifleĢtiği ile 

açıklanabilir. TRIM28, DNA tamirinde rol almasının yanında KHDAK’de epitel-

mezenkimal geçiĢ regülasyonunda rolü olduğu ve kanser kök hücrelerinin, stemness 

özelliğini korumada da rol aldığı bilinmektedir (Chen ve ark., 2014; Li ve ark., 

2024). Ayrıca upregülasyonu sisplatin direnciyle de iliĢkili olduğu ortaya 

konulmuĢtur (Tan ve ark., 2022). TRIM28 üzerine yapılan bir çalıĢma da TRIM28 

baskılanmasının tümör büyümesini baskıladığı ve upregülasyonunun ise glioma 

hastalarında kötü sonuçlarla iliĢkili olduğu göstermiĢtir (Qi ve ark., 2016). Bu durum 

TRIM28’in akciğer ve gliomada KKH için biyobelirteç olarak kullanılabilineceğini 

göstermektedir. DPY30 ile yapılan çalıĢma sonucunda EMT regülasyonunda görevi 

olabileceği ifade edilmiĢtir (He ve ark., 2019). Bu özgün proteinlerin görevleri 

düĢünüldüğünde DNA tamiri ve pluripotent hücreler için önemli olan EMT 

mekanizmalar ile ilgili oldukları görülmektedir. Literatür ile ortaya koyduğumuz 

bulgular bir araya getirildiğinde CD326 pozitif hücrelerin pluripotent karakteristikli 

KKH’leri olduğu savımız diğer çalıĢmalar ile paralel olduğu ortaya çıkmaktadır. 

CD326 upregüle edilen proteinler ele alındığında, GEPIA2 analizine göre CD326 

pozitif hücrelerde upregüle olan 12 proteinden 7’sinin LGG kanserinde de upregüle 

durumunun sağkalımı olumsuz etkilediğinin ortaya konulması, düĢünülen 

pluripotentlik özelliği ve akciğer kanserinin en yüksek metastaz yaptığı dokunun 

beyin olması bilgisiyle bu hücrelerin önemini ortaya koymaktadır. Buradaki en 

önemli protein YWHAZ proteinidir. Bu proteinin akciğer kanserindeki görevleri 

arasında EMT, hücre çoğalması, göçü ve invazyon vardır. Ayrıca bu proteinin 

yüksek ifadesi akciğer kanserinde sağkalımı olumsuz etkilemektedir.  
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CD133 özgün proteinleri ele alındığında, TGFB1, kök hücrelerin kendini yenileme 

iĢlevi için gereklidir. TGFB’nın KHDAK’de EMT iĢlevinin güçlü bir indükleyicisi 

olduğu ve çeĢitli hayvan modellerinde inhibisyonunun metastazı önlediği 

gösterilmiĢtir (Ramundo ve ark., 2023). Aynı proteinin LGG kanserinde de sağkalımı 

olumsuz etkilediği gözlenmiĢtir. LAMC1'in kanser hücrelerini, tümör ilerlemesini ve 

göçünü desteklemektedir. Glioma hastalarında ise LAMC1’in yüksek ifadesinin daha 

kısa sağkalıma neden olduğu gözlenmiĢtir (Liu ve ark., 2019). Bu durum ġekil 

4.16’deki GEPIA2 analizleri ile uyumludur. 

CD133 upregüle edilen proteinler ele aldığında, GEPIA2 analizine göre upregüle 

edilen 49 proteinden 22’sinin LGG kanserinde de yüksek ifadesinin sağkalımı 

olumsuz etkilediği gözlenmiĢtir. ADAM10 proteinin KHDAK’de erken teĢhis ve 

sonuç tahmini için bir biyomarker adayı olarak gösterilmiĢtir (Yoneyama ve ark., 

2018), glioblastoma için de migrasyon ve farklılaĢma da görevli olduğu bildirilmiĢtir 

(Siney ve ark., 2017). FN1 proteinin yüksek ifadesinin LUSC ve LGG kanserleri için 

olumsuz sağkalıma neden olduğu GEPIA2 tarafından gösterilmiĢtir. Bu proteinin 

baskılanması KHDAK’da sisplatin duyarlılığını artırmaktadır (Gao ve ark., 2016) 

Yapılan multi-omics çalıĢma sonucunda ise glioblastoma da prognostik bir 

biyobelirteç adayı olduğu bildirilmiĢtir (Kabir ve ark., 2022). ġekil 4.11 ve 4.17’deki 

bulgularımız da bu durumu desteklemektedir. 

GEPIA2 analizleri sonucunda, tespit edilen proteinlerin ve bu proteinlerin ifade 

durumlarının KICH, LGG ve LUSC gibi 3 farklı germ tabakasında da gözlenmiĢ 

olması dikkate değer sonuçlardır. Metastatik renal hücreli karsinomun hedefi %40-50 

arasında akciğerdir (Seitlinger ve ark., 2021). Küçük hücreli dıĢı akciğer kanseri 

hastalarının yaklaĢık %40'ında beyin metastazı tanısı konulmakta (El Rassy ve ark., 

2018). Bu durum mezoderm kökenli kanserin, endoderm kökenli dokuya, endoderm 

kökenli kanserin ise ektoderm kökenli dokuya metastaz yaptığını göstermektedir. Bu 

durum kanserde pluripotent kök hücre özelliği gösteren hücrelerin varlığına iĢaret 

etmektedir. Elde ettiğimiz bulgular, CD326 pozitif kanser hücrelerin pluripotentlik 

için gerekli olan EMT gibi iĢlevleri olduğunu göstermiĢtir. Bu hücrelerde ifade 

edilen proteinlerin ise LGG kanserinde de gözlenmiĢ olması ve yüksek ifadesinin 

sağkalımı olumsuz etkilediği de GEPIA2 analizleri ile ortaya konulmuĢtur (ġekil 
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4.13 ve ġekil 4.15). Bu durum akciğer kanserinde pluripotent özelliği gösteren 

KKH’lerin varlığını ortaya koymaktadır ve bu hücrelerin metastaz da görev alığını 

göstermektedir. Ayrıca pluripotent kök hücrelerin, kök hücrelerdeki hiyerarĢisi 

düĢünüldüğünde, KKH’ler için bir tablo ortaya çıkmaktadır. 

Metastaz baĢlatıcı olarak tespit ettiğimiz CD133 pozitif KKH’leri ise kanserin 

yayılmasını desteklemekte ve EMT iĢlevini indüklemektedir. Bu çalıĢmadaki 

sonuçlar, CD133 pozitif hücrelerin metastazı baĢlatmakta ve CD326 pozitif 

hücrelerin ise dokular arası geçiĢ yaparak vardığı yeni dokularda tümör baĢlattığına 

iĢaret etmektedir. 

CD326 pozitif hücrelerin diğer hücre gruplarından daha az sekretom proteini 

salgıladığı da gözlemlenmiĢtir. Bu, bu hücrelerin diğer kanser hücrelerinden daha az 

aktif olması ve belki de bağıĢıklık sisteminden saklanmaya çalıĢmasıyla 

açıklanabilir. 

CD133 ve CD326 pozitif hücre fonksiyonlarını düĢünüldüğünde birbirlerinin 

tamamlayıcı olduğu söylenebilir. Birisi dokuyu kansere yatkın hale getirmekte ve 

metastazı baĢlatırken, diğeri DNA onarımını ve doku farklılaĢmasını baĢlatmaktadır. 

Bu durum, farklı kanser kök hücrelerinin normal kök hücreler gibi birlikte 

çalıĢmasıyla açıklanabilir.  

Sonuç olarak elde edilen veriler, kanser hücrelerinin pluripotent hücre fonksiyonu, 

farklı hücre ve doku tiplerine farklılaĢma, göç ve metastaz gibi farklı hücre tiplerine 

ve fonksiyonlarına sahip heterojen bir popülasyon olduğunu göstermiĢtir. Bu 

çalıĢmada iki farklı KKH ortaya konulmuĢ olsa da daha fazla alt popülasyonun 

varlığı büyük bir ihtimaldir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERĠLER  

Kanser üzerine olan çalıĢmalar her geçen yıl artmaktadır. Kanser nedenlerinin ve 

mekanizmasının karmaĢıklığı, kanser türlerinin birbirine olan farklılıkları, bireye 

göre gösterdiği çeĢitlilik bu çalıĢmaları zorlaĢtırmaktadır. Ayrıca kanserin de kendi 

içerisinde heterojenlik göstermesi, farklı görevleri ve fonksiyonları olan hücre 

popülasyonlarına sahip olması kanserin anlaĢılmasına ayrı bir karmaĢıklık katmanı 

eklemektedir. 

Kanser heterojenliğinin çözümlenmesi, sınıflandırılması, popülasyonlar arasındaki 

farklılıklarının anlaĢılmasının, popülasyonların fonksiyonlarının ve özelliklerinin 

belirlenmesinin kanseri anlamamızda önemli bir yeri vardır. Kanserin tam olarak 

tedavi edilebilmesi ve nüksün önlenmesi için kanser kök hücrelerinin tamamen 

ortadan kaldırılması kritik önem taĢımaktadır. Aksi takdirde, geride kalan kanser kök 

hücreleri genellikle metastaza yol açarak daha güçlü ve tedaviye daha dirençli bir 

Ģekilde geri dönmektedir. Bu çalıĢmada, kök hücreler gibi kanser kök hücrelerinin de 

kendi hiyerarĢilerine ve benzersiz iĢlevlerine sahip olduğu gösterilmiĢtir. 

ÇalıĢmamız, yalnızca iki farklı popülasyona odaklanmıĢ olsa da daha fazla 

popülasyon ve alt popülasyonların varlığı öngörülmektedir. 

Bu çalıĢmada incelediğimiz CD133 ve CD326 pozitif hücre popülasyonlarının 

sekretom protein analizleri, bu hücrelerin biyolojik iĢlevlerini ve özelliklerini detaylı 

bir Ģekilde ortaya koymuĢtur. Ayrıca, SERPINE2, ADAM10 ve pluripotent KKH’leri 

için YWHAZ ve TRIM28 biyobelirteç adayları olarak belirlenmiĢtir. Bu proteinlerin 

sekretom kaynaklı olması, çeĢitli vücut sıvılarından tespit edilebilme olasılığını 

artırmaktadır. GeliĢtirilecek potansiyel tanı protokolleri sayesinde bu proteinlerin 

vücut sıvılarında tespiti, hastalığın agresifliği, seyri ve metastaz potansiyeli hakkında 
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önemli bilgiler sağlayabilir. Bu durumu desteklemek için daha fazla çalıĢma 

yapılması gerekmektedir. 

Tespit edilen birçok proteinin farklı germ tabakalarından köken alan dokularda 

benzer özellikler sergilemesi, pluripotent KKH hipotezini desteklemektedir. Bu 

bulgular, bu tür çalıĢmaların önemini bir kez daha vurgulamaktadır. Daha ayrıntılı ve 

geniĢ çaplı araĢtırmalar, kanserin biyolojik mekanizmalarının yanı sıra metastaz 

süreçlerini daha iyi anlamaya olanak sağlayabilir. Bu durum, gelecekte kansere karĢı 

etkili tedavi stratejilerinin ve biyobelirteçlerin geliĢtirilmesine katkıda bulunabilir  

Bu çalıĢmanın tek bir hücre hattı üzerinde gerçekleĢtirilmiĢ olması, araĢtırmanın 

kısıtlayıcı yönlerinden biridir. Ancak, farklı kanser kök hücre popülasyonlarının 

varlığının ve iĢlev farklılıklarının belirlenmesi, sekretom proteinlerinin detaylı bir 

Ģekilde incelenmesiyle elde edilen veriler, bu tür çalıĢmaların potansiyelini açıkça 

ortaya koymaktadır. Bu çalıĢma, gelecekte yapılacak araĢtırmalar için bir temel 

oluĢturarak, daha fazla hücre popülasyonunun kullanılmasını ve bu popülasyonların 

hastalardan alınan çeĢitli kanser örneklerine uygulanmasını mümkün kılabilir. Bu 

yaklaĢım, kanser türlerini daha iyi anlamak, daha etkili tedavi yöntemleri geliĢtirmek 

ve kullanılabilir biyobelirteçlerin tespitinde önemli bir katkı sağlayacaktır. 
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EKLER 

EK 1. Deney Gruplarının LC-MS/MS Analizi Sonucunda Elde Edilen Protein 

Listeleri 

Kontrol Grubu Proteinleri: 

ENO1, ALDOA, HNRNPA2B1, GAPDH, KRT8, ALDH1A1, PGK1, ACTB, CLU, 

PFN1, H2BC15, TKT, PKM, HSPA8, EEF1A1, GPI, HNRNPA1, AKR1C3, FLNB, 

PPIA, KRT18, TPI1, HNRNPM, HNRNPC, NME1-NME2, SFPQ, CST1, CST3, 

CFL1, LMNA, BASP1, CHGB, FLNA, FN1, ALDH3A1, CTSL, STIP1, HSPB1, 

RPS21, NUCB1, TUBB4B, UCHL1, HSPE1, PABPC1, FGA, GOLM1, MAP1B, 

GSR, PPIB, TMSB10, TAGLN2, CACYBP, MSN, HINT1, NPM1, H1-4, NQO1, 

RPS28, LASP1, TXNRD1, HNRNPA3, MDH1, HNRNPD, COL5A2, H4C1, 

H4C11, H4C12, H4C13, H4C14, H4C15, H4C16, H4C2, H4C3, H4C4, H4C5, 

H4C6, H4C8, H4C9, YWHAG, MUC5AC, CAST, C1S, HDGF, CXCL5, JPT1, 

MIF, PRDX1, ADAM9, MMP7, NCL, LDHA, PDIA3, IGFBP4, TGFBI, RBMX, 

TMPO, HBA1, HBA2, BLVRB, MDH2, HSPA1B, GRN, HSPD1, CBR1, HMGB1, 

TIMP2, STMN1, SCG2, PARK7, PGAM1, B2M, PDLIM1, VCL, HNRNPAB, 

SRSF3, YBX1, SRSF1, KRT7, VIM, AKR1C1, HNRNPDL, SNRPD2, MARCKS, 

PSMA1, RPLP2, SMOC1, PRSS23, KHSRP, TFPI, TUBB, NAMPT, AGR2, 

YWHAZ, FKBP3, TAF15, ACTN4, PLIN3, FKBP1A, CNTN1, HNRNPL, FGB, 

YWHAQ, PDCD5, EZR, DAG1, SPP1, RPL11, SERBP1, EEF2, PCBP1, HNRNPU, 

TUBA1A, RPS12, SLC9A3R1, HNRNPK, CPLX2, TSKU, IGFBP7, DSG2, 

SERPINH1, TGFB2, VCP, PRDX6, PNPO, ALYREF, CTSD, NSFL1C, SRSF2, 

CRIP1, LDHB, LRRFIP1, CFH, RPS18, MAP4, ELAVL1, FUS, CSRP1, TBCA, 

TCEA1, PLEC, TIMP1, DKK1, EIF4H, SRSF7, APP, ACTG1, HSPA5, SF3B2, 

GSN, NUMA1, SLC12A2, CCT2, EIF1, EIF5A, RPL10A, RPS6, EIF4B, CFL2, 

EEF1D, YWHAB, NONO, ILF3, ERP29, LAMA5, AHNAK2, HNRNPH3, RPL24, 

RPS3A, NTS, CNDP2, RPL12, ADAM10, RRBP1, TBCB, APEX1, SRSF10, ALB, 

MATR3, EEF1A2, STC1, DYNLRB2, MUC5B, AIFM1, THSD4, BTF3, HMGB3, 

JPT2, HNRNPH1, TP53I3, ST13, BOLA2B, RNASE4, HSPH1, RBM3, RPS2, 

RPS19, TPM3, PCSK1N, SNRPD3, TXNDC5, ARPC5, KRT19, PAPPA, EEF1G, 

PFDN2, SFN, RPS10, AHNAK, H2BC11, PCNP, PA2G4, EIF3G, PDAP1, GCNT3, 

H1-2, PCSK9, HSP90B1, TAX1BP3, PFDN5, GOT2, TFG, CTSB, NME1, G6PD, 

FUBP1, UGDH, H3-3B, ENSA, G3BP1, HLA-A, HSPA9, UBQLN4, RPL8, 

SRXN1, CYCS, CTTN, YBX3, ADM, CSTB, UBE2V2, RPL30, RPL4, IGFBP2, 

PARP1, YWHAH 

CD133 Grubu Proteinleri: 

CHGB, FN1, ALDOA, CST3, FGB, CLU, CFH, CST1, HNRNPA2B1, GOLM1, 

NUCB1, PGK1, H2BC15, ENO1, TKT, MUC5AC, ACTB, PFN1, ALDH1A1, 

FCGBP, GAPDH, CFL1, CTSL, RNASE4, GPI, BASP1, HNRNPA1, IGFBP4, 
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EEF1A1, PKM, PPIA, GRN, AKR1C3, AGR2, NME1-NME2, HSPA8, FLNA, 

SPP1, RPS28, H1-4, DAG1, SRSF1, HINT1, C1S, HSPB1, PPIB, ANG, TAGLN2, 

HNRNPA3, CNTN1, HSPE1, STIP1, CAST, NPM1, HNRNPM, ADAM9, MDH2, 

HNRNPAB, IGFBP7, RPS21, GSR, HDGF, TGFBI, PRSS23, PDIA3, TUBB, 

CXCL5, MUC5B, KRT8, ADAM10, YWHAZ, SFPQ, KRT18, MMP7, UCHL1, 

MIF, APOH, TIMP1, MARCKS, HNRNPD, PDLIM1, DKK1, TGFB2, CTSD, 

VTN, STMN1, ERP29, TFPI, SMOC1, APP, B2M, FLNB, PABPC1, SLC9A3R1, 

PARK7, RPS12, CLTA, HMGB1, SUMF2, SERPINE2, JPT1, HNRNPC, HSPA5, 

CPLX2, IGFBP2, PSMA1, SRSF3, FKBP1A, PCSK9, HNRNPU, FUBP1, 

RBMXL1, LDHA, PGAM1, ALB, FKBP3, HMGB3, MSN, PDCD5, TSKU, 

HNRNPK, COL5A2, PRDX6, H4C1, H4C11, H4C12, H4C13, H4C14, H4C15, 

H4C16, H4C2, H4C3, H4C4, H4C5, H4C6, H4C8, H4C9, THSD4, HBA1, HBA2, 

LMNA, ACTG1, RBM3, NCL, SLC12A2, PCSK1N, SCG2, HSPD1, FGG, 

RPL10A, RPLP2, SRSF2, CFD, RARRES1, C1R, C3, YBX1, YWHAG, CDH1, 

CBR1, IGFBP3, PTPRK, EZR, ALDH3A1, HNRNPH3, AGRN, SRSF7, TUBB4B, 

H2BC14, TPI1, RBMX, PRDX1, GSN, MDH1, SERPINH1, BLVRB, TMSB10, 

TBCA, CTSS, AKR1C1, LASP1, CLSTN1, RPS19, EEF2, HSPG2, G6PD, SUB1, 

PRDX5, DSG2, TF, PLIN3, VCL, PARP1, ILF3, YWHAQ, TUBA1A, LAMC1, 

TGFB1, HLA-A, INSL4, SRSF10, TXNDC5, KRT7, NQO1, BCAM, SF3B2, 

EIF4H, LTBP3, BTF3, IGFBP6, H3C13, H3C14, H3C15, SNRPD2, B4GALT1, 

CFL2, H1-2, H2BC12, HSPA1B, TMPO, DYNLRB2, YWHAH, H2BC9, MAP1B, 

PCBP1, SDF4, CSF1, TIMP2, CDH2, CACYBP, ALYREF, PIN4, C5, SEMA3B, 

CRIP1, SERBP1, MYH9, PNPO, TXNRD1, MAP4, SRP9, RPL6, VCP, DNASE2, 

HLA-B, RPS3A, COX6B1, APLP1, ST13, LTBP1, EDN1, IGFBP1, EIF5A, 

TCEA1, LYZ, YWHAB, LMAN2, CSRP1, HNRNPDL, SLC39A10 

CD326 Grubu Proteinleri: 

ENO1, ALDOA, HNRNPA2B1, ALDH1A1, KRT8, ACTB, HNRNPA1, KRT18, 

EEF1A1, GAPDH, CLU, CFL1, TPI1, PGK1, PPIA, H2BC15, HSPA8, HNRNPC, 

HNRNPM, PFN1, HSPE1, TMSB10, BASP1, CST3, AKR1C3, TKT, LMNA, 

FLNA, TMSB4X, GPI, RPS28, HDGF, RPS21, NME1-NME2, YWHAZ, TUBB, 

PKM, STIP1, HNRNPA3, VIM, NPM1, MAP1B, FN1, CST1, FLNB, NCL, NQO1, 

HSPB1, YBX1, PDLIM1, HNRNPAB, HNRNPD, SRSF1, LDHA, H1-2, PRDX1, 

NUCB1, CXCL5, TXNRD1, MDH1, RPLP2, MARCKS, JPT1, PSMA1, GSR, 

GOLM1, ALDH3A1, PPIB, SFPQ, UCHL1, G6PD, PGAM1, MDH2, HSPD1, 

RBMX, YWHAB, HINT1, TAGLN2, TBCA, TGFBI, EZR, HMGB1, HBA1, 

HBA2, CPLX2, IGFBP4, SERPINE2, SPP1, HSPA1B, TIMP2, TMPO, CACYBP, 

SNRPD2, EEF2, VCL, AGR2, COL5A2, LASP1, KRT7, PDIA3, PRDX6, STMN1, 

PABPC1, TAF15, MAP4, PARK7, ALYREF, YWHAQ, CTSL, SERBP1, SRSF7, 

ACTG1, DDX21, RPS12, BLVRB, EIF5A, SERPINH1, VCP, PRSS23, FGA, ALB, 

SRSF2, EIF4B, CBR1, FKBP3, TCEA1, LRRFIP1, HNRNPDL, HNRNPH3, 

PARP1, TSKU, ERP29, LDHB, EEF1D, PDCD5, CHGB, TUBB4B, MSN, 
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ADAM9, MIF, MATR3, CFL2, YWHAG, CRIP1, H1-4, FUS, HMGA1, MMP7, 

NRCAM, CAST, SF3B2, SMOC1, TGFB2, ILF3, CALD1, SQSTM1, TP53I3, 

RPL4, RPL24, SRSF10, EIF4H, H4C1, H4C14, H4C15, H4C16, H4C3, H4C5, 

SLC9A3R1, SRSF3, HNRNPU, TRIM28, GRN, TFPI, SCG2, SMAP, HNRNPK, 

PA2G4, HNRNPL, RANBP1, DPY30, DAG1, APEX1, H2BC11, IGFBP2, SYTL4 
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