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AKCIGER KANSERI KOK HUCRE SEKRETOMLARININ PROTEOMIK
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Fatih OMERLI
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OZET

Akciger kanseri, 6zellikle de kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK), diinya
genelinde en fazla 6liime neden olan kanser tiirlerinden biridir. Kanser kok hiicreleri
(KKH), tiimdr olusumu ve metastaz siireclerinde kritik bir rol oynayan, kok hiicre
benzeri bir timor alt popiilasyonudur. Bu hiicrelerin, diger tiimdr hiicrelerinden farkli
genetik ifadeler ve proteomik profillere sahip oldugu diisiiniilmektedir. Proteom, bir
organizmada {iretilen tiim proteinlerin toplamii ifade eder ve sabit degildir;
hiicreden hiicreye farklilik gosterebilir ve zamanla degisir. Sekretom ise hiicreler
tarafindan dis ortama salgilanan proteinlerin toplamidir ve teshis, tedavi ve
biyobelirte¢ kesfi icin 6nemli hedefler sunmaktadir. Bu durumda kanser kok
hiicreleri, diger hiicrelerden farkli genetik ifadeleri yani farkli proteomik ifadeleri
olmasi beklenir. Sekretomlar, kanser tan1 ve tedavi hedefleri ile biyobelirte¢ kesfi
icin 6nem tagimaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri
olan A549 hiicre hattindan KKH’leri temsil eden CD133 ve pluripotent kok hiicre
belirteci olan CD326 ifade eden hiicreler manyetik olarak aktive edilmis hiicre
ayirma yontemi ile izole edilmistir. Izole edilen hiicrelerin ve parental A549
hiicrelerinin sekretom proteinleri sivi kromatografi-tandem kiitle spektrometri (LC-
MS/MS) yontemiyle bottom-up proteomik kullanilarak analiz edilmistir. Gruplara ait
Ozgiin proteinlerin gen ontolojisi zenginlestirme analizi ile islevleri belirlenmis,
ayrica GEPIA2 kullanilarak tespit ettigimiz proteinlerin diger kanser tiirlerindeki
varligi ve ifade oranlarinin sagkalim tizerindeki etkisi incelenmistir. Sonug olarak,
CD133 pozitif hiicrelerin anjiyogenez, mezenkimal KKH farklilagsmasi ve hiicre
migrasyonu gibi iglevlere katki sagladigi; CD326 pozitif hiicrelerin ise epitelden
mezenkimale gegis, ndron farklilagsmasi ve plasenta morfogenezi gibi islevleri ile
pluripotent 6zellik gosterdigi belirlenmistir. Ayrica, bu hiicrelerin metastazda rol
oynayabilecegi de tespit edilmistir. Akciger kanseri i¢in SERPINE2 ve ADAMI10,
pluripotent KKH’ler icin ise YWHAZ ve TRIM28 biyobelirte¢ adaylar1 olarak
belirlenmistir. Calismamiz, CD133 ve CD326 pozitif hiicrelerin 6zgiin sekretom
proteinlerini detayli bir sekilde analiz ederek, KKH’lerin biyolojik islevlerini ve
potansiyel biyobelirteclerini belirlemeyi amacglayan ilk calismalardan biridir. Bu
calismanin sonuglari, akciger kanserinde kok hiicre alt popiilasyonlarinin sekretom
proteinlerinin biyobelirte¢ kesfindeki potansiyelini ortaya koymaktadir. Ayrica, elde
edilen proteinler akciger kanserinde erken tani ve tedavi hedeflerinin gelistirilmesine
yonelik gelecekteki aragtirmalarda kullanilma potansiyeline de sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Kanser Kok Hiicresi; Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri;
Proteomiks; Sekretom.
\



PROTEOMIC ANALYSIS OF LUNG CANCER STEM CELL SECRETOMES
Fatih OMERLI
Erciyes University, Health Sciences Institute,
Department of Stem Cell Sciences
Doctoral Thesis, September 2024
Supervisor: Asst. Prof. Secil 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.
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, tiimor olusumuna ve kotii huylu hiicrelerin viicutta potansiyel yayilmasina
yol agabilen kontrolsiiz hiicre biiyiimesi ve ¢ogalmasiyla karakterize karmasik bir
hastalik grubudur. Kanser anlayisi, her biri benzersiz biyolojik Ozelliklere ve
davraniglara sahip 100'den fazla farkli tiirii kapsadigi kabuliiyle 6nemli 6lgiide
gelismistir. Kanser gelisiminin altinda yatan temel ilkeler arasinda cogalma
sinyallemesini siirdiirmek, biiylime baskilayicilardan kagmmak, hiicre oliimiine
direnmek, replikatif Oliimsiizliigii saglamak, anjiyogenezi baslatmak ve istila ve

metastazi aktive etmek yer alir (Hanahan ve Weinberg, 2011).

Kanser, biyolojik, ¢evresel ve yasam tarzi faktorlerinin karmasik bir etkilesimiyle
karakterize edilen 6nemli bir kiiresel saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) ve gesitli kanser kayitlari, farkli bolgelerdeki kanser teshisi ve
Olim oranlarinda endise verici egilimleri belgelemistir. The Global Cancer
Observatory (GLOBOCAN) 2020 raporuna gore, diinya capinda yaklasik 19,3
milyon yeni kanser vakasi ve yaklasik 10 milyon kanser 6limii olmustur ve bu da
etkili 6nleme ve tedavi stratejilerine olan acil ihtiyaci vurgulamaktadir (Sung ve ark.,
2021). Meme kanseri 2020'de tahmini 2,3 milyon yeni vaka ile kiiresel olarak en
yaygin kanser olarak ortaya ¢ikarken, akciger kanseri 1,8 milyon 6liime neden olarak
kanser Oliimlerinin 6nde gelen nedeni olmaya devam etmektedir (Siegel ve ark.,

2022).

Bu saglik sorununun nedeni kanserin biyolojik, ¢evresel ve yasam tarzi faktorlerinin
karmagik bir etkilesimiyle karakterize edilmesi ve yine karmasik sekillerde
etkilesime giren genetik, g¢evresel ve biyolojik faktorleri kapsayan c¢ok yonli
dogasindan kaynaklanmaktadir. Kanser yalmizca bir hastalik koleksiyonu degil,
cesitli hiicresel bilesenler ve yolaklar arasindaki dinamik etkilesimlerle karakterize

edilen karmasik bir adaptif sistemdir. Bu karmasiklik, timor olusumunun ¢esitli



mekanizmalarinda, kanser hiicrelerinin heterojenliginde ve hastalarin tedaviye
verdigi yanitlardaki degiskenlikte belirgindir (Derbal, 2018). Dahasi, kanser
hastaliginin evrimi, terapilere uyum saglama ve direng gelistirme yetenegiyle
belirlenir. Bu uyum yetenegi, tedavi basarisizliklarina yol agabilecegi ve ayni anda
birden fazla yolu hedefleyebilen kombinasyon terapilerinin arastirilmasini

gerektirdigi i¢in kanserin karmasikliginin bir isaretidir (Lopez ve Banerji, 2017).

Kanser ayrica timdr mikrogevresinde cesitli hiicre tiplerinin varligindan kaynaklanan
dikkate deger hiicresel heterojenligi ile de karakterize edilir. Bu karmasiklik yalnizca
kanserin bir 6zelligi olmakla kalmaz, ayn1 zamanda tiimor ilerlemesinde, metastazda
ve terapotik direngte de 6nemli bir rol oynar. Cesitli ¢calismalar, kanser kok hiicreleri
(KKH'ler), bagisiklik hiicreleri ve stromal bilesenler dahil olmak iizere farkli hiicre
tiplerinin tiimorii sekillendirmedeki 6nemini vurgulamistir. Kanser kok hiicreleri,
kendini yenileme ve g¢esitli hiicre tiplerine farklilagma yetenegine sahip timor
hiicrelerinin bir alt popiilasyonudur. Bu durum tiimor heterojenligine ve tekrarina
katkida bulunur. KKH hipotezi, bu hiicrelerin zorlu kosullarda hayatta kalmalarini ve
tedavilerden kagmalarini saglayan benzersiz 6zelliklere sahip olduklari icin tiimor
baslatma ve yayilimindan sorumlu oldugunu ileri siirer (Leder ve ark., 2010).
Arastirmalar, KKH'lerin ¢evresel ipuglarina yanit olarak farkli fenotipler arasinda
gecis yapmalarini saglayan esneklik gosterebildigini ve bunun da metastatik
potansiyelleri ve tedaviye direngleriyle baglantili oldugunu gdstermistir (Das ve ark.,
2020).

Kanser metastazi, kanserle iligkili morbidite ve mortaliteye 6nemli dl¢iide katkida
bulunan karmasik ve ¢ok yonlii bir siirectir. Metastazin altinda yatan mekanizmalar,
lokal invazyon, intravazasyon, dolasim, ekstravazasyon ve uzak organlarin
kolonizasyonu dahil olmak iizere bir dizi adimi igerir. Bu adimlarin her biri, genetik
degisiklikler, timor mikrogevresi ve konak dokulariyla etkilesimler dahil olmak
lizere cesitli hiicresel ve molekiiler faktorlerden etkilenir. Kanser metastazindaki
kritik mekanizmalardan biri epitel-mezenkimal gecistir (EMT), epitel hiicrelerinin
hiicre polaritesini ve yapisma Ozelliklerini kaybettigi ve go¢ etme ve invaziv
yetenekler kazandigi bir siirectir. Bu gecis, kanser hiicrelerinin ¢evre dokulara

invazyonu ve daha sonra uzak bolgelere yayilmasi i¢in gereklidir (Park ve ark., 2022;



Wang ve ark., 2015). Bu durum kanser kdk hiicrelerin kendilerine 6zgilin proteomik

ifadelerinin olduguna isaret etmektedir.

Proteomik, proteinlerin biyolojik sistemlerdeki islevleri, yapilar1 ve etkilesimleri de
dahil olmak iizere kapsamli ¢alismasina odaklanan hizla gelisen bir alandir. Bu
disiplin, kiitle spektrometrisi ve biyoinformatik gibi teknolojilerdeki gelismeler
nedeniyle 6nemli bir ivme kazanmistir ve bu da karmasik protein karigimlarinin
benzeri gorilmemis bir Olgekte analiz edilmesini saglar (Graham ve ark., 2005).
Kanser proteomigi, kanserle iligkili proteinleri tanimlamak ve karakterize etmek i¢in
geligmis proteomik teknolojilerden yararlanan ve bdylece tani, prognoz ve terapdtik
yanit i¢in yeni biyobelirteclerin kesfini kolaylastiran hizla gelisen bir alandir

(Hadjidemetriou ve ark., 2019).

Sekretom, bir hiicre, doku veya organizma tarafindan hiicre dis1 bosluga salgilanan,
hiicreler arasi iletisimde ve ¢esitli biyolojik siireclerde 6nemli bir rol oynayan tiim
protein setini ifade eder. Bu proteinler, fizyolojik islevleri diizenlemek ve ¢evresel
uyaranlara yanitlar1 iletmek icin gerekli olan sitokinler, biiyiime faktorleri ve
enzimler gibi cesitli proteinleri igerir (Tran ve Damaser, 2015). Proteomik
teknolojilerdeki son gelismeler, 6zellikle kanser biyolojisi baglaminda, sekretom
hakkindaki anlayisimizi 6nemli Ol¢iide artirmistir. Sekretomlar, timoér mikro
ortamlari, hiicre sinyal yolaklar1 ve hastaliklar i¢in potansiyel biyobelirtecler
hakkinda i¢gdriiler ortaya ¢ikarabilmektedirler (Shevchenko ve ark., 2013). Kanser
sekretomu, tiimor hiicreleri tarafindan salgilanan karmagsik bir protein dizisinden
olusur ve kanserin ilerlemesi ile metastazinda &nemli bir rol oynar. Sekretomun,
timor mikrogevresindeki hem kanserli hem de kanserli olmayan hiicrelerin
davranigin1  etkileyebildigi ve bodylece tiimér biliylimesini ve yayilmasi
kolaylastirdi1 belirlenmistir. Ornegin, arastirmalar kanser sekretomunun, doku
protein lokalizasyonunu degistirebilecegini ve bu salgilanan faktorlerin normal
hiicreleri kanserli hiicrelere doniistiirebilecegini ve boylece timor gelisimi i¢in
destekleyici bir mikrogevreyi tesvik edebilecegini gostermektedir (Hamilton ve ark.,
2017).

Bu bilgiler ele alindigin, farkli hiicrelerin farkli sekretom profillerinin olmasi

beklenir. Kansere neden olan hiicreleri ireten kanser kok hiicrelerinin, timor



icerisindeki diger hiicrelerden farkli genetik ifadeleri yani farkli proteomiks ifadeleri
olmasi beklenir. Bu durumda, kanser heterojesini olusturan kanser kok hiicreleri ve
bu hiicrelerin sekretom proteinlerinin arastirilmasi bu kok hiicrelerin gorevleri ve bu
gorevleri nasil gerceklestirdiklerinin incelenmesi 6nem arz etmektedir. Ayrica farklh
doku kaynaklarindan olusan kanser hiicrelerinin, farkl1 dokularda metastaz olusturma
kapasitesi, pluripotent kok hiicre 6zelligi gosteren bir kanser kok hiicrenin varligini
isaret etmektedir. Bu calisma, en sik goriilen kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri
(KHDAK) tiirii tizerinde gercgeklestirilmis olup, bu amagla KHDAK modeli olarak
kullanilan A549 hiicre hatt1 tercih edilmistir. Hiicrelerin secilmesi igin manyetik
olarak aktive edilmis hiicre ayirma yontemi kullanildi. Parental A549 hiicre hattinin
sekretom proteinleri, A549 hiicre hattindan kanser kok hiicresi igin standart kabul
edilen CD133 belirteci ile elde edilen hiicrelerin sekretom proteinleri ve yine A549
hiicre hattindan kok hiicreler igin pluripotent belirteci kabul edilen CD326 (EpCAM)
belirteci kullanilarak elde edilen hiicrelerin sekretom proteinleri LS-MS/MS yontemi

ile belirlenmistir.

Bu c¢alismanin amaci, kiiciik hiicreli dist akciger kanseri hiicre hattinda CD133 ve
CD326 (EpCAM) pozitif hiicrelerin 6zgiin sekretom proteinlerini analiz ederek, bu
hiicrelerin biyolojik islevlerini ve kanserle iliskili ozelliklerini anlamaktir. Bu
analizler, potansiyel biyobelirteclerin belirlenmesine ve erken tani ile tedavi
hedeflerinin gelistirilmesine katki saglamayir hedeflemektedir. Bu g¢alisma, kiiciik
hiicreli dis1 akciger kanserinde CD133 ve CD326 (EpCAM) pozitif hiicrelerin 6zgiin
sekretom proteinlerini detayli bir sekilde analiz ederek, kanser kok hiicrelerinin
biyolojik islevlerini ve potansiyel biyobelirteclerini belirlemeyi amaclayan ilk
caligmalardan biridir. KHDAK tizerinde gesitli protein analizleri yapilmis olmasina
ragmen, farkli alt popiilasyonlara ait 0zgilin proteinlerin kapsamli islev ve

Ozelliklerinin incelendigi bir calismaya, mevcut literatiirde rastlanmamaistir.

Bulunan proteinler arasindan 3 gruba 6zgii olanlar tespit edilmis ve bu proteinlerin
fonksiyonlart Gen Ontolojisi Zenginlestirme Analizi (Gene Ontology Enrichment
Analysis) yontemi kullanilarak belirlenmistir. Bu proteinlerin olusturdugu baglantilar
ve bunlarin islevleri de STRING-db kullanilarak analiz edilmistir. Ayrica etiketsiz
kantifikasyon yontemi ile hiicre gruplarmin parental gruba gore daha fazla sekrete

ettikleri proteinler yine STRING-db kullanilarak analiz edilmistir. Belirlenen
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proteinlerin ifadelerinin akciger kanserinde ve diger kanser tiirlerinde sagkalimi nasil
etkiledigi GEPIA 2 ile incelenmistir. Bu ¢alisma ve analizlerle yalnizca farkli kanser
kok hiicre gruplariin varligi ve fonksiyonlarmin tespiti degil, ayn1 zamanda akciger
kanseri  i¢in  kullanilabilecek  potansiyel  biyobelirte¢lerin  belirlenmesi
de amaglanmistir. Tespit edilen biyobelirte¢ adaylarinin sekretom temelli olmasi, bu
proteinlerin ¢esitli viicut sivilarindan tespit edilebilme olasiligini artirmaktadir. Bu
durum, potansiyel tarama yontemlerinin gelistirilmesiyle kanser i¢in kritik dneme
sahip erken taniin yapilmasina olanak saglayabilir. Ayrica, hastaligin seyri, durumu
ve agresifligi hakkinda bilgi sunarak bu durumlara karsi yeni tedavi yontemlerinin
gelistirilmesine katki saglayabilir. Bu ¢aligmanin, ileride yapilacak daha kapsamli
arastirmalar icin bir temel olusturmast ve yeni klinik biyobelirteg tespit

uygulamalarina yol gosterici bir kaynak olmasi da hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, viicutta anormal hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesi ve yayilmasiyla karakterize
edilen karmasik ve ¢ok yonlii bir hastalik grubudur. Genellikle kanser olarak
adlandirilan kétii huylu timorler, lenfatik ve dolagim sistemleri araciligiyla gevre
dokular1 istila etme ve uzak organlara metastaz yapma potansiyeline sahiptir
(Sucharitha ve Bhuvana 2023). Kanser patofizyolojisi, normal hiicresel islevleri
bozan ve kontrolsiiz hiicre bdoliinmesine ve biliylimesine yol agan genetik
mutasyonlarda kok alir. Bu mutasyonlar, ¢evresel maruziyetler, yasam tarzi segimleri
ve kalitsal genetik yatkinliklar dahil olmak tizere cesitli faktorlerden kaynaklanabilir
Genetik degisikliklerin birikmesi, hiicre dongiisiinii ve apoptozu diizenlemede kritik
rol oynayan onkogenlerin aktivasyonuna veya timor baskilayic1 genlerin
inaktivasyonuna neden olabilir. Bu genetik degisiklikler ve timor mikro cevresi
arasindaki etkilesim, iltihaplanma ve hipoksi gibi faktorler tiimor olusumunu
destekleyebildiginden kanser manzarasini daha da karmagik hale getirmektedir
(Brown ve ark., 2023).

Kanser istatistikleri, hastaligin kiiresel yiikiinii anlamak, kamu saglig1 girisimlerine
rehberlik etmek ve kanser kontrol stratejilerini bilgilendirmek ic¢in Onemlidir.
GLOBOCAN 2022 tahminlerine gore, 2022'de diinya c¢apinda yaklasik 20 milyon
yeni kanser vakasi ve 9,7 milyon kanserle iligkili 6liim meydana geldi ve bu da
onemli bir kamu saglig1 sorununa isaret ediyor. Kanser gelistirme yasam boyu riski
hem erkekler hem de kadinlar icin yaklasik beste birdir ve 6liim oranlar1 dokuz
erkekten birinin ve on iki kadindan birinin kanserden oldiigiinii gdstermektedir

(Bray, 2024). Kiiresel olarak meme kanseri, 2020'de bildirilen tahmini 2,3 milyon



yeni vaka ile akciger kanserini geride birakarak en sik teshis edilen kanser olarak

ortaya ¢cikmistir (Sung ve ark., 2021).

Kanserin ekonomik etkileri biiyliktiir ve yalnizca saglik hizmeti maliyetlerini degil
ayn1 zamanda iiretkenlik kayiplarini ve daha genis ekonomik istikrar1 da etkiler.
Kanser bakimimin mali yiikii, tedavi ve hastane yatiglart gibi dogrudan maliyetlerin
yani sira hastalik ve erken 6lim nedeniyle kaybedilen tretkenlikle iliskili dolayl
maliyetleri de igerir. Etki, diisiik ve orta gelirli iilkelerde de benzer sekilde
gozlemlenmektedir. Burada kanser tiirlerinin artan goriilme sikligi, saglik hizmeti
kaynaklarii sinirlamis ve ekonomik esitsizlikleri daha da kotiilestirmistir (Siegel ve
ark., 2023).

Kanser karmasiklhigi, Ozellikle sistem biyolojisi merceginden bakildiginda son
yillarda Onemli ilgi goren ¢ok yonlii bir zorluktur. Kanser yalnizca anormal
hiicrelerin bir koleksiyonu degil aksine, genetik, epigenetik ve cevresel faktorler
arasindaki karmasik etkilesimlerle karakterize edilen dinamik bir sistemdir. Bu
karmagiklik, tiimor olusumunu ve ilerlemesini yonlendiren altta yatan mekanizmalari
anlamak i¢in kapsamli bir yaklasimi gerektirmektedir. Kanser sistemleri biyolojisi,
genomik, transkriptomik ve proteomik bilgiler de dahil olmak {izere gesitli biyolojik
veri tiirlerini entegre ederek bu karmasikliklart ¢dzmeyi amacglamaktadir. Bu
yaklasim, arastirmacilarin farkli molekiiler bilesenlerin tiimor davranisimi etkilemek
icin nasil etkilesime girdigini agiklayabilen kanser yolaklarini ve aglarimin ayrintili
modellerini olusturmalarina olanak tanimakta. Bu da kanser biyolojisinin ortaya
koydugu zorlu sorular1 ele almak i¢in disiplinler arasi is birligine olan ihtiyaci
vurgulamaktadir (Archer ve ark., 2016). Kanser hiicrelerinin heterojenligi ise
karmagsikliga baska bir katman daha eklemektedir. Timor davranigini anlamak,
genellikle hiicre tiplerinde ve bunlar arasindaki etkilesimlerde onemli cesitlilikle
karakterize edilen tiimoér dokular1 igindeki networklarin  incelenmesini

gerektirmektedir (Koutsogiannouli ve ark., 2013).
2.1.1. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, onemli bir kiiresel saglik sorunu olusturan karmasik ve heterojen bir
hastaliktir. Diinya capinda en yaygin kanser ve kanserle iliskili oliimler akciger

kanseri kaynaklidir. Hem erkekleri hem de kadinlar1 etkilemektedir ve yliksek vaka
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ve Oliim oranina sahiptir (Dogan ve Dogan, 2019). Oncelikle histolojik desenlere
gore iki ana tilire ayrilir: kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiigiik hiicreli disi
akciger kanseri (KHDAK) (Huang ve ark., 2022). Akciger adenokarsinomlarini,
akciger skuamdz hiicreli karsinomlarmi ve biiylik hiicreli karsinomlar1 igeren
KHDAK, akciger kanseri vakalarinin yaklasik %85-90"m1 olusturur (Cheng ve ark.,
2016; Huang ve ark., 2022). Ote yandan KHAK vakalarm yaklasik %15-20'sini
temsil eder (Cheng ve ark., 2016).

Akciger kanserlerinin ¢ogu tiitiin dumaninda bulunan kanserojenlere uzun siireli
maruziyet sonucu ortaya ¢ikar (Rudin ve ark., 2009). Ancak, akciger kanserinin hig
sigara igmeyenlerde de ortaya ¢ikabilecegini ve bu kanserlerin etiyolojisinde ¢evresel

risk faktorlerinin de rol oynadigi bilinmektedir (Samet ve ark., 2009).

Akciger kanseri tedavisinde son yillarda 6énemli ilerlemeler kaydedilerek bu zorlu
hastalikla miicadele i¢in daha etkili ve kisisellestirilmis yaklagimlar saglanmistir.
Terapotik segenekler gelismis ve daha once belirli miidahalelere uygun olmayan,
akciger fonksiyonu zayif hastalarda da tedavi olanag: saglanmistir (Abdullah ve ark.,
2016). Bu ilerlemeler arasinda minimal invaziv cerrahi teknikleri, hedefli ilag
tedavileri ve akcigeri koruyan stereotaktik radyoterapi de yer almaktadir (Abdullah
ve ark., 2016). Immiinoterapi, ozellikle kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserinde
(KHDAK) hasta sag kalimini etkileyen umut verici bir tedavi yontemi olarak ortaya
cikmistir (Lahiri ve ark., 2023). Ek olarak, gen terapisi ve diisiik doz sisplatin igeren
kombinasyon tedavileri, fare modellerinde akciger kanserini baskilamada umut verici

sonuglar gostermistir (Bai ve ark., 2009).

Akciger kanseri i¢in tedavi segenekleri artik hastaligin heterojenligini ele alirken yan
etkileri en aza indirmek i¢in hedefli ajanlari, immiinoterapileri ve geleneksel
sitotoksik tedavileri entegre eden ¢ok yonlii bir yaklasimi kapsamaktadir (La'ah,
2024). Dahasi, biyobelirteclerin tanimlanmasi1 ve kisisellestirilmis tedavinin
kullanim1 akciger kanseri hastalarimin tedavi kararlarina rehberlik etmede 6nemli

hale gelmistir (Domvri ve ark., 2013).

Biyobelirtecler ve proteomik, akciger kanseri arastirmalarinda erken teshis, tani,
prognoz ve tedavi stratejilerine iligkin i¢goriiler saglamaktadir. Proteomik analiz,

ekstidatif plevral efiizyonlar, ekshale edilen nefes kondensati, akciger kanseri hiicre
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hatlarinin sartlandirilmig ortami, serum ve bronkoalveolar lavaj sivisi dahil olmak
tizere cesitli biyolojik orneklerde akciger kanseri i¢in potansiyel biyobelirtegler

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

Proteomik profilleme, akciger kanseri ilerlemesinin ve tedavi yanitlarinin molekiiler
mekanizmalarin1 anlamada etkilidir. Calismalar, ektopik ATP sentaz inhibitorii
sitreoviridin  gibi tedavilere yanit olarak protein ekspresyon diizeylerinde
degisiklikler oldugunu ortaya ¢ikarmis ve potansiyel terapotik hedeflere iliskin
iggoriiler sunmustur (Wu ve ark., 2013). Proteomik stratejiler ayrica timor alt
gruplarin1 tanimlamak, akciger kanserinin histolojik tiplerini ayirt etmek ve gesitli
hasta popiilasyonlarinda sag kalim sonuglarini tahmin etmek i¢in de kullanilmaktadir

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

Kok hiicreler, kendini yenileme ve ¢esitli 6zel hiicre tiplerine farklilasma
konusundaki yetenekleriyle karakterize edilen hiicrelerdir. Kok hiicreler, her biri
farklilasma potansiyeli ve kokenine gore tanimlanan totipotent, pluripotent ve
multipotent kok hiicreler dahil olmak {izere cesitli tiplere genel olarak kategorize
edilebilir. Ornegin, embriyonik kok hiicreler (EKH) ve pluripotent kok hiicreler,
viicuttaki hemen hemen tiim hiicre tiplerine farklilagabilir ve terapdtik uygulamalar
i¢in 1yi bir potansiyeldirler. (Chu, 2023; Jin ve ark., 2018). Embriyonik kok hiicreler,
blastosistin i¢ hiicre kiitlesinden tiiretilir ve ¢ok yonlii yeteneklere sahiptir, yani
viicuttaki herhangi bir hiicre tipine farklilagabilirler. Bu ¢ok yonliilik, EKH'lerin bir
ozelligidir ve embriyonik gelisim sirasinda {ic germ katmanmna da katkida

bulunmalarini saglar (Slack, 2021).

Buna karsilik, yetiskin kok hiicreler tipik olarak multipotenttir yani bulunduklari
dokuyla ilgili sinirl sayida hiicre tipine farklilagabilirler. Ornegin, hematopoetik kok
hiicreler (HKH'ler) ¢esitli kan hiicresi tiplerine yol acabilirken, néral kok hiicreler

noronlara ve glial hiicrelere farklilagabilir (Slack, 2018).

Kok hiicrelerin diizenlenmesi karmagiktir ve genetik programlama gibi igsel faktorler
ve bulunduklar1 mikrogevre veya "nis" gibi digsal faktorlerden etkilenir (Gooi ve
Gopalakrishnan, 2016). Nis, kok hiicre ozelliklerini koruyan ve kendi kendini

yenileme ile farklilagma gibi olaylar1 diizenleyen temel sinyaller saglar (Watt ve
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Hogan, 2000). Kok hiicre nisindeki bozulmalar, hematopoetik kok hiicrelerde
goriildiigli gibi kanser de dahil olmak {izere patolojik durumlara yol agabilir, nis

degisiklikleri miyeloproliferatif bozukluklara yol agabilir (Perry ve Li, 2007).

Kok hiicre arastirmalarindaki devam eden ilerlemeler, 6zellikle dejeneratif hastaliklar
ve yaralanmalar baglaminda karsilanamayan klinik ihtiyaglari ele alma ihtiyacindan
kaynaklanmaktadir. Son c¢alismalar, EKH’lerin nérodejeneratif hastaliklar ve
omurilik yaralanmalar1 gibi daha 6nce tedavi edilemez oldugu diisiiniilen durumlar
icin terapiler gelistirmedeki potansiyelini vurgulamistir (Borziak ve ark., 2021;
Volarevi¢ ve ark., 2013). Dahasi, transkriptomik ve proteomik de dahil olmak iizere
coklu omik yaklagimlarin entegrasyonu, kok hiicre davranisini yoneten molekiiler
mekanizmalar hakkinda daha derin icgoriiler saglayarak, kendini yenileme ve
farklilasma siiregleri hakkindaki anlayisimizi gelistirmektedir (Wang ve ark., 2014;
Young, 2011).

Kok hiicre arastirmalarindaki son gelismeler, nérodejeneratif bozukluklar, diyabet ve
kalp hastaliklar1 da dahil olmak iizere c¢esitli hastaliklarin tedavisinde terapotik

potansiyellerini vurgulamistir (Lodi ve ark., 2011).

Ayrica yapilan son ¢alismalar, yetiskin insanda pluripotent kok hiicrelerin varligini
da ortaya koymustur. Multilineage-differentiating stress-enduring (MUSE) hiicreler,
pluripotent benzeri Ozellikleri, stres direnci ve tiimor olusturmama oOzelligi ile
karakterize edilen mezenkimal kok hiicrelerin (MKH'ler) benzersiz bir alt
popiilasyonunu temsil eder. Ilk olarak 2010 yilinda tamimlanan MUSE hiicreleri,
geleneksel mezenkimal belirtecler olan CD90 ve CD105'in yani sira, 6zellikle stage-
specific embryonic antigen 3 (SSEA-3) olmak iizere spesifik yiizey belirteglerinin
ekspresyonu ile ayirt edilir (Fouad ve ark., 2018; Yamauchi ve ark., 2017). Bu ikili
ekspresyon, MUSE hiicrelerinin pluripotent kok hiicrelere benzer O6zellikler
sergilemesini saglayarak, ii¢ germ tabakasinda da c¢esitli hiicre tiplerine
farklilagsmalarin1 saglar: ektoderm, mezoderm ve endoderm (Alessio ve ark., 2018;
Yamashita ve ark., 2021).

2.2.1. Kanser Kok Hiicresi

Kanser kok hiicreleri (KKH'ler), tiimor i¢indeki ¢esitli hiicre tiplerine farklilasabilen

ve Kkendini yenileme yetenekleriyle karakterize edilen bir timor hiicresi alt
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poplilasyonunu temsil eder. Bu kavram, bir tiimor i¢indeki tiim hiicrelerin ayni
olmadigi; bunun yerine, normal kok hiicrelere benzer sekilde kiigiik bir hiicre
fraksiyonunun tiimor olusumunu yonlendirdigi ve kanser heterojenligine katkida
bulundugu hipotezinden ortaya ¢ikmistir (Chen ve ark., 2014; Gentry ve ark., 2009).
KKH'ler, timor baglangici, metastaz ve geleneksel tedavilere diren¢ dahil olmak
lizere tedavi stratejilerini karmasiklastiran ve kanserin tekrarlamasina katkida

bulunan birkag kritik siirecte yer almaktadir (Peng ve ark., 2024; Zhao ve ark., 2018).

KKH'lerin tanimlanmasi, timor tipine bagli olarak degisen spesifik hiicre yiizey
belirtegleri tarafindan gergeklestirilir. Ornegin, meme kanserinde, CD44+ /CD24-
fenotipi genellikle KKH'lerle iliskilendirilir (Burke ve ark., 2012; Kim ve Nam,
2011). Dahasi, KKH'ler kemoterapi ve radyoterapi dahil olmak {izere geleneksel
tedavilere karsi hayatta kalmalarin1 ve direncglerini artiran farkli metabolik profiller
ve sinyal yollar1 sergiler (Mehus, 2023; Spina ve ark., 2018; Kuo ve Ann, 2018). Bu
direncin altinda yatan mekanizmalar ¢ok yonliidiir ve yavas hiicre dongiisii aktivitesi,
gelismis DNA onarim yetenekleri ve apoptozdan kagma gibi Ozelliklerini igerir

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

Arastirmalar, KKH'lerin stemness yapisini diizenleyen ¢esitli molekiiler yollar1 ve
transkripsiyon faktorlerini ortaya koymustur. Oct4, Nanog ve Sox2 transkripsiyon
faktorleri, farkli kanser tiirlerinde, normal kok hiicrelerde oldugu gibi KKH'lerin

Ozelliklerini korumak i¢in de 6nemlidir. (Lin ve ark., 2022; Noh ve ark., 2012).

Son arastirmalar ayrica tiimor mikrogevresinin KKH 6zelliklerini korumadaki roliinii
vurgulamaktadir. Hipoksi, inflamasyon ve hiicre dis1 matris bilesenleri gibi faktorler
KKH davranisin1 etkileyerek hayatta kalmalarmmi ve kendini yenilemelerini
destekleyebilmektedir (Kuo ve Ann, 2018; Ponomarev ve ark., 2022). Dahasi,
KKH'lerin esnekligi, terapotik baskilara uyum saglamalarina olanak tanir ve bu da
timorler iginde ilag direngli popiilasyonlarin ortaya ¢ikmasina neden olur (Batlle ve
Clevers, 2017; Sharma ve Singh, 2011; Telang, 2022). Bu uyum saglanabilirlik,
geleneksel tedavilerin genellikle bu direncli hiicreleri ortadan kaldirmada basarisiz
olmast ve hastaligin tekrarlamasina ve metastaza yol agmasi nedeniyle, 6zellikle
KKH'leri hedef alan yeni terapdtik stratejilere olan ihtiyaci vurgulamaktadir (Telang

ve Katdare, 2012; Vicente-Duenas ve ark., 2023).
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2.3. CD133 ve CD326 Belirtecleri

CD133 cesitli malignitelerde kanser kok hiicreleri i¢in onemli bir belirte¢ olarak
ortaya c¢ikan bir pentaspan transmembran glikoproteindir. Tiimdr biyolojisindeki rolii
cok yonliidiir ve tiimor baglangici, metastaz ve tedavi direnci gibi siiregleri etkiler.
CD133 ekspresyonu genellikle daha agresif bir tiimor fenotipi ile iliskilidir; bu
CD133 pozitif kanser kok benzeri hiicrelerin CD133 negatif benzerlerine kiyasla
gelismis go¢ ve invaziv yetenekler sergiledigini gosteren ¢aligmalarla kanitlanmastir.
45 adenoid kistik karsinom hastasi iizerinden yapilan c¢alismada, CD133 pozitif
gbzlenen hastalarin vaskiilojenik taklit ve buna bagl olarak migrasyon ve invazyon
ile bagdastirilmistir. Ayrica CD133 pozitif gozlenen hastalarin bolgesel tekrarlama,
uzak metastaz ve daha kotii prognoz gostermistir. Ayrica, CD133 pozitif KKH’lerin,
CD133 negatif hiicrelere kiyasla adenoid kistik karsinom gogiine ve invazyonuna
katkida bulundugunu gosterilmistir. Bu veriler, CD133'in invazyon ve metastazla
iliskili oldugunu ve adenoid Kistik karsinom da prognoz belirteci olarak islev
gorebilecegini gostermistir Yapilan baska bir ¢alismada ise akciger kanseri CD133
pozitif hiicrelerin tiimor kiireleri olarak sonsuza kadar biiyiiyebildigi gosterilmistir.
Farklilasma sonucunda ise CD133 pozitif 6zelligini kaybeden hiicrelerin ise timor

olusturma potansiyelini kaybettigi rapor edilmistir (Wang ve ark., 2016).

23 calisma ve 2538 hastanin incelenmis oldugu bir baska yayinda da yiiksek diizeyde
CD133 ekspresyonunun, KHDAK hastalarinda daha kotii bir prognoz ve daha
yiiksek lenf nodu metastazi oraniyla iligkili olma egilimi gdstermistir ve bu da
CDI133'tin KHDAK hastalar1 i¢in potansiyel bir patolojik prognostik belirteg
oldugunu ortaya koydugu belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada mevcut meta-analiz CD133
ekspresyonunun zayif bir genel sagkalim ve yiiksek oranda lenf nodu metastazi ile
iliskili oldugu gosterilmistir, Akciger kanserinde potansiyel bir prognostik belirte¢ ve

yararli bir terapotik hedef olabilecegi belirtilmistir (Wu ve ark., 2014).

KHDAK hastast 305 Cinli hasta iizerinde yapilan bagka bir ¢alismada ise CD133
pozitif hastalarin, CD133 negatif hastalara gore sagkalim siirelerinin daha az oldugu
gozlenmistir. Bu durum CDI133 pozitif hiicrelerin hastaligin seyrini olumsuz
etkiledigi ve hastaligin daha agresif ilerledigini gostermektedir (Wu ve ark., 2012).
12



Yapilan baska bir meta analizde ise 11 calisgmadan 1004 hasta incelenmistir.
Calismanin sonuglarma gore CD133 fenotipinin timdr farklilagsmasi, lenf nodu
metastaz1 ile genel sagkalimi, bu belirtecin  klinik uygulamalar igin
gelistirilebilecegini belirtilmistir. Yine bu c¢alismada CDI133 pozitif hastalarin,
CD133 negatif hastalara gore sagkalim siirelerinin daha az oldugu gozlenmistir (Qu
ve ark., 2013).

CD326 veya EpCAM, hiicre yapigsmasi, invazyon ve metastaz dahil olmak {izere
tiimor biyolojisinin ¢esitli yonlerini etkileyerek akciger kanserinde énemli bir rol
oynamaktadir. EpCAM, ozellikle kiiglik hiicreli dis1 akciger kanserinde olmak iizere
akciger kanseri dokularinda siklikla asir1 ifade edilir. Burada ifadesi ileri hastalik
evreleri ve zayif prognozla iliskilendirilmistir (Wang ve ark., 2021). Bu asir1 ifade,
kanser hiicrelerinde kok hiicre benzeri 6zelliklerle iliskili olan Wnt/B-katenin yolu
gibi timor biliylimesini ve metastazi tesvik eden sinyal yollarinin aktivasyonuyla
baglantilidir (Zhu ve ark., 2021). EpCAM baskilanmasinin, son derece invaziv hiicre
hattt olan H358'de invazifligi azalttigin1 gostermistir. Bu da EpCAM ifadesinin
akciger kanserinin invazyonunda onemli bir rol oynadigini diisiindiirmektedir.
EpCAM ifadesinin akciger kanseri hiicrelerinin invaziv fenotipindeki roliinii
dogrulamak i¢in daha fazla hiicre hatti kullanilarak, daha fazla analiz yapilmasi
gerektigi de baska bir ¢alismada belirtilmistir (Hase ve ark., 2011). Bir baska
caligsmada ameliyat sonrasi adjuvan kemoterapi sonrasindaki kandaki dolasan timor
hiicrelerindeki EpCAM ifade orani incelenmis ve metastaz ile iliskili oldugu
gozlenmistir. Bu durum EpCAM ifadesinin metastaz ile baglantili olabilecegini

gostermektedir (Zhen ve ark., 2021).
2.4. Proteomik

Proteomik, proteinlerin yapilarini, isglevlerini ve biyolojik  sistemlerdeki
etkilesimlerini kapsayan genis Olcekli bir calisma alanidir. Bu disiplin, genler
tarafindan kodlanan proteinlerin dinamik dogasina iliskin ig¢goriiler sagladigi i¢in
genomik i¢in kritik bir tamamlayici olarak ortaya ¢ikmigtir. DNA'nin statik dizilerine
odaklanan genomikten farkli olarak, proteomik, g¢esitli biyolojik uyaranlara ve
kosullara yanit olarak olusan protein ifadesinin, modifikasyonlarinin ve

etkilesimlerinin karmasikligini inceler (Conrad ve ark., 2008; Hanash, 2003).
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Proteomigin evrimi, 6zellikle kiitle spektrometrisi ve sivi kromatografisi olmak tizere
analitik tekniklerdeki gelismelerden Onemli Olglide etkilenmistir. Bu teknolojiler
arastirmacilarin  karmasik biyolojik orneklerdeki proteinleri tanimlamasini ve
miktarini belirlemesini saglayarak protein modifikasyonlarinin, etkilesimlerinin ve
izoformlarinin aragtirilmasini kolaylastirmaktadir (Taylor ve ark., 2007; Zhan, 2015).
Proteomige yonelik sistematik yaklasim iki ana alana ayrilabilir: proteinlerin
tanimlanmasi ve miktarinin belirlenmesine odaklanan profilleme proteomigi ve bu
proteinlerin biyolojik yollardaki rollerini ve etkilesimlerini inceleyen islevsel
proteomik (Maurer, 2004). Bu ikili yaklasim, saglik, hastalik ve ¢evresel tepkiler
dahil olmak iizere cesitli baglamlarda protein dinamiklerinin kapsamli bir sekilde

anlasilmasini saglamaktadir.

Proteomik, protein islevi ve diizenlemesi igin kritik olan post-translasyonel
modifikasyonlar1 (PTM'lar) agiklamakta Onemli bir rol oynamaktadir. Bu
modifikasyonlar protein aktivitesini, lokalizasyonunu ve etkilesimlerini Onemli
Olciide degistirebilir ve bdylece hiicresel siirecleri etkileyebilmektedir (Jiang, 2024).
PTM'lari sistematik bir sekilde inceleme yetenegi, aragtirmacilarin hiicresel islevleri
ve cevresel degisikliklere verilen yanitlart yoOneten diizenleyici aglari ortaya

¢ikarmalarina olanak tanimaktadir (Coorssen, 2024).

Dahasi, proteomigin transkriptomik ve metabolomik gibi diger omik teknolojileriyle
biitiinlestirilmesi, biyolojik sistemlere dair daha biitiinsel bir bakis agisinin 6niinii
agmistir. Arastirmacilar protein ifadesini, gen ifadesi ve metabolik profillerle
iliskilendirerek karmasik diizenleyici aglar1 ortaya c¢ikarabilmekteler ve hastaliklar

i¢in potansiyel biyobelirtegleri belirleyebilmektedirler (Carty ve ark., 2013).

Proteomik, kanser arastirmalarinda erken tani, prognoz ve tedavi stratejilerini
gelistirebilecek biyobelirteglerin tanimlanmasini kolaylastiran temel bir ara¢ olarak
ortaya kullanilmaktadir. Kantitatif proteomigin uygulanmasi, hiicre hatlari, klinik
ornekler ve viicut sivilar1 gibi ¢esitli 6rnek kaynaklarini kullanarak cesitli kanser
tirlerinde kanser biyobelirteglerini karakterize etmede etkili olmaktadir. Bu ¢ok
yonliiliik, proteomun kapsamli bir analizine olanak tanimakta ve hastaligin varligini,
ilerlemesini ve tedaviye yaniti gosterebilen biyobelirteglerin kesfini saglamaktadir

(Maes ve ark., 2015; Yang ve ark., 2021). Plazma ve serum proteomlarinin analizi,
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cok sayida caligmada meme ve pankreas kanserleri de dahil olmak iizere cesitli
kanserler i¢in potansiyel biyobelirtecler bildirilmesiyle 6nemli bulgular ortaya
koymustur. Yapilan c¢alismalar, meme kanseri ig¢in tani belirtecleri olarak
kullanilabilecek serumdaki bir protein panelini tanimlamis ve biyobelirte¢ tespitinde
yiiksek duyarlilik ile 6zgilliiglin 6nemini vurgulamistir (Pan ve ark., 2011; Wang ve
ark., 2017).

Proteomik, kanserin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 anlamada da énemli bir
rol oynaktadir. Sinyal yolaklarim1 ve protein etkilesimlerini haritalayarak,
aragtirmacilar tlimorlerin patolojisi hakkinda fikir edinebilmekteler. Calismalar,
proteomik analizlerin menenjiyomlardaki sinyal yolaklar1 degisiklikleri ortaya
cikarabilecegini ve tiimor davranisinin ve potansiyel terapotik hedeflerin
anlasilmasina yardimci olabilecegini gdstermistir (Sharma ve ark., 2015). Dabhasi,
biyoinformatik araglarinin proteomik ¢aligmalara entegre edilmesi, biyobelirteglerin

tanimlanmasini ve dogrulanmasini artirmaktadir (Vandenbrouck ve ark., 2019).

Proteomik uygulamalarinin, kanserin Otesine uzanarak sinirbilim, kardiyovaskiiler
arastirma ve bitki biyolojisi gibi alanlar1 da etkileyerek karmasik biyolojik sorulari
ele almadaki ¢ok yonliiliiglinii ve 6nemini ortaya koymaktadir (Lam ve ark., 2008;
Nordon ve ark., 2009).

2.4.1. Sekretom

"Sekretom" terimi, belirli kosullar altinda bir hiicre, doku veya organizma tarafindan
salgilanan proteinlerin tam setini ifade etmektedir. Bu kavram, 6zellikle hiicresel
iletisimin ve salgilanan proteinlerin c¢esitli fizyolojik ve patolojik siireglerdeki
roliiniin anlagilmasinda biyolojik arastirmalarda 6ne ¢ikmistir. Sekretom, hiicreler ve
mikro ¢evreleri arasindaki etkilesimleri aracilik etmek i¢in ¢ok 6nemli olan biiyiime
faktorleri, sitokinler ve enzimler dahil olmak {izere c¢ok ¢esitli proteinleri

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

Sekretomun bilesimi hiicresel kaynaga ve biyolojik aktivitesi ile terapotik etkinligini
etkileyen cevresel duruma bagli olarak 6nemli dl¢lide degisebilir (Sipos ve Miizes,
2022). Ornegin, mezenkimal kok hiicreler (MKH'er), bagisiklik tepkilerini

diizenleyebilen, hiicre sagkalimini destekleyebilen ve doku onarim siireclerini
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gelistirebilen ¢esitli sinyal molekiilleri salgimaktadir (Hocking ve ark., 2010;
Mirabdollahi ve ark., 2019; Zagoura ve ark., 2019).

Son ¢aligsmalar, yara iyilesmesi ve noroproteksiyon dahil olmak tizere ¢esitli klinik
baglamlarda sekretomun terapdtik potansiyelini vurgulamistir. Yag kaynakli kok
hiicrelerden tiiretilen sekretomun, fibroblast ¢ogalmasini ve gogiini tesvik ederek
yara iyilesmesini hizlandirdigi ve boylece doku onarimin1 kolaylastirdigi
gosterilmistir (Damayanti ve ark., 2021; Lee ve ark., 2017). Benzer sekilde, gébek
kordonu MKH'lerinden elde edilen sekretom, travmatik beyin yaralanmalarindan
sonra norogenezi ve biligsel iyilesmeyi artirarak noroprotektif etkiler gostermistir

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

Kanser kok hiicresi arastirmalarinda  sekretomlarin  incelenmesi, timor
mikrocevresindeki hiicresel etkilesimleri aracilik etmedeki temel rolleri nedeniyle
onemli bir ivme kazanmistir. Hiicreler tarafindan salgilanan cesitli proteinler,
metabolitler ve sinyal molekiillerinden olusan sekretomlar, kanser hiicrelerinin ve
kok hiicre karsiliklarinin davraniglarini etkilemektedir (Wanandi ve ark., 2020).
Kanser hiicrelerinin salgilarini ¢cevresel degisikliklere yanit olarak uyarlama yetenegi
gbzlenmistir (Zhou ve ark., 2016). Bu uyarlanabilirlik, 6zellikle timor tekrari ve
metastazinda siklikla rol oynayan KKH’ler baglaminda, salgilarin kanser

biyolojisindeki roliiniin karmagikligin1 vurgulamaktadir.

Sekretomlar1 inceleme metodolojileri, hiicreler tarafindan salgilanan proteinleri
analiz etmek ic¢in gelismis proteomik teknikler kullanilmaktadir. Yiiksek verimli
tarama yontemleri, yeni salgilanan proteinlerin ve ¢esitli biyolojik islevsel rollerinin
tanimlanmasina olanak tanimaktadir (Ding ve ark., 2020; Ding ve ark., 2021). Bu
yaklagimlar, kanser ve otoimmiin bozukluklar dahil olmak iizere hastaliklar icin
potansiyel terapotik hedefler veya biyobelirtegler olarak hizmet edebilecek sekretom
bilesenlerinin kesfini kolaylastirmaktadir (Lacerenza ve ark., 2020; Lawlor ve ark.,
2009).

2.5. Kiitle Spektroskopisi

Kiitle spektrometresi, iyonlarin kiitle-yiik oranini1 6lgmek icin kullanilan analitik bir
aractir. Bu teknik, kimya, biyoloji ve tip gibi ¢esitli bilimsel alanlarda, numunedeki

kimyasal bilesiklerin tanimlanmasini ve miktarlarinin belirlenmesini saglamaktadir.
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Kiitle spektrometrisinin temel ilkesi, kimyasal tiirlerin iyonlastirilmasini ve iyonlarin
kiitle-yiik oranlarina gore siralanmasini igerir ve bu da analiz edilen numunenin

bilesiminin belirlenmesini saglar (Wang ve ark, 2023).

Islem tipik olarak ii¢ ana asamay1 igerir: numunenin iyonlara doéniistiiriildiigii
iyonizasyon; iyonlarin bir elektrik alani tarafindan hizlandirildigi ivme ve iyonlarin
kiitle-yiik oranlarina gore siralandigi ve belirlendigi edildigi tespit. Farkli tipteki
kiitle spektrometreleri, her biri belirli uygulamalar i¢in uygun olan elektron darbesi,
kimyasal iyonizasyon ve matris destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI)

gibi ¢esitli iyonizasyon yontemlerini kullanir (Becker, 2007; Toyoda ve ark., 2003).

Kiitle spektrometrisinin ¢ok yonliiliigii, ozellikle karmasik protein karigimlarini
analiz etmek i¢in temel tas gorevi gordiigii proteomikte olmak {izere genis uygulama
yelpazesine sahiptir. Biyobelirte¢ kesfi ve klinik teshis i¢in ¢ok Onemli olan
proteotipik peptitlerin tanimlanmasina olanak saglamaktadir (Li ve ark., 2008;
Mischak ve ark., 2009). Dahasi, kiitle spektrometrisi protein yapilart ve
etkilesimlerini aydinlatmada etkili olmus ve bdylece molekiiler diizeyde biyolojik
stireglere iliskin i¢goriiler saglamistir (Aebersold ve Mann, 2016; Yates ve ark.,
2009). Kiitle spektrometrisinin kapiler elektroforez gibi diger analitik tekniklerle
biitiinlestirilmesi, yeteneklerini daha da genisletmis ve proteinlerin ile metabolitlerin

yiiksek ¢oziliniirliiklii analizine olanak saglamaktadir (Gomes ve Yates, 2019).

Ayrica kiitle spektrometrisi, biyolojik orneklerdeki proteinleri ve metabolitleri analiz
etmek icin kullanildigr proteomik ve metabolomikte kritik bir rol oynamaktadir.
Biyomolekiillerin kantitatif analizini ve yapisal karakterizasyonunu gerceklestirme
yetenegi, kiitle spektrometrisini modern biyolojik arastirmalarda vazgecilmez bir
ara¢ haline getirmistir (Heck, 2008; Werner, 2004). Ek olarak, Kkiitle
spektrometrisinin kromatografi gibi diger tekniklerle biitiinlestirilmesi, analitik
yeteneklerini daha da artirarak karmasik biyolojik sistemlerin kapsamli analizini

miimkiin kilmaktadir (Chernushevich ve ark., 2001).
2.5.1. LC-MS/MS

Sivi Kromatografi- Tandem Kiitle Spektrometri (Liquid Chromatography-Tandem
Mass Spectrometry; LC-MS/MS), klinik tani, farmakokinetik ve g¢evresel izleme

dahil olmak {izere ¢esitli alanlarda temel bir analitik teknik olarak ortaya ¢ikmistir.
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Bu yontem, sivi kromatografisinin (LC) ayirma kabiliyetlerini, tandem kiitle
spektrometrisinin  (MS/MS) tespit giiciiyle birlestirerek, karmasik biyolojik
matrislerde bile ¢ok ¢esitli bilesiklerin hassas bir sekilde Ol¢lilmesini ve
tanimlanmasimi saglar. LC-MS/MS'min temel prensibi, analitlerin sivi fazda
ayrilmasini, ardindan kiitle spektrometresinde iyonizasyonunu ve pargalanmasini

icerir (Chen ve ark., 2022).

LC-MS/MS'in ¢ok yonliiliigli, hormonlarin, ilaglarin ve metabolitlerin 6lgiimii i¢in
kullan1ldig1 klinik uygulamalarda 6zellikle dikkat gekicidir. Ornegin, ¢alismalar LC-
MS/MS'in immiinolojik analizlere kiyasla tiroid hormonlarin1 6lgmede {istiin
dogruluk sagladigimi gostererek endokrinolojide tant dogrulugunu iyilestirme
potansiyelini vurgulamistir (Kushchayeva, 2019). Ek olarak, yontem immiinostipresif
ilaglarin analizi i¢in dogrulanmis olup, terapotik ilag izlemedeki dnemini ortaya
koymustur (Deslandes ve ark., 2016). Birden fazla analiti ayn1 anda analiz etme
yetenegi, klinik ortamlardaki kullanimini daha da artirarak kapsamli metabolik
profillemeye olanak tamimaktadir (Hua ve ark., 2022). Avantajlarina ragmen, LC-
MS/MS tekniginin zorluklar1 vardir. Teknik, iyon baskilama ve izobarik girigimler
gibi Ol¢timlerin dogrulugunu etkileyebilecek girisimlere karst hassas olabilir. Bu
nedenle, sonuglarin giivenilirligini saglamak icin titiz veri inceleme kriterleri ve
yontem dogrulama protokolleri olusturmak ¢ok oénemlidir (Eisenhofer ve ark., 2017;
Sauvage ve ark., 2008). Ek olarak, LC-MS/MS'deki veri analizinin karmasikhigi,
sonuclar1 dogru bir sekilde yorumlamak i¢in gelismis yazilim ve deneyimli personel

kullanimini gerektirmektedir (Hua ve ark., 2022).

Sivi kromatografisi-tandem kiitle spektrometrisi Ozellikle biyobelirteg kesfi, ilag
kantifikasyonu ve proteomik profilleme i¢in kanser arastirmalarinda temel bir
analitik teknik olarak ortaya ¢ikmistir. LC-MS/MS'nin duyarliligi ve 6zgilligii, onu
kanser teshisi ve tedavi izleme baglaminda kritik 6neme sahip olan karmasik
biyolojik Ornekleri analiz etmek i¢in Onemli bir ara¢ haline getirmektedir. LC-
MS/MS'in énemli avantajlarindan biri, kanserin varligini veya tekrarini gosterebilen
biyobelirtecleri tespit etmek igin gerekli olan yiiksek duyarliligi ve ozgilligiidiir.
LC-MS/MS kullanilarak yapilan metabolomik profillemenin, meme kanseri
arastirmalarinda gorildiigii gibi, kanserli ve kanserli olmayan dokular arasinda etkili

bir sekilde ayrim yapabilecegini gostermis; burada belirli metabolit profilleri
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hastaligin tekrartyla iliskilendirilmistir (Asiago ve ark., 2010). Benzer sekilde,
pankreas kanserinde, hedeflenmemis LC-MS metabolomikleri, pankreas duktal
adenokarsinomu (PDAC) ile kronik pankreatit arasinda ayrim yapmak igin
kullanilmis ve bu teknigin biyobelirteg gérevi goren yeni metabolitleri tespit etme

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

Ayrica, LC-MS/MS onkoloji ilaglarmin farmakokinetik ¢alismalarinda etkili
olmustur. Bu yontem, klinik ortamlarda ila¢ etkinligi ve giivenligini degerlendirmek
icin ¢ok Onemli olan biyolojik matrislerdeki kiiclik molekiilli ilaglarin hizli bir

sekilde kantifikasyonuna olanak tanimaktadir (Wong ve ark., 2018).

Biyobelirte¢ kesfi ve ila¢ kantifikasyonundaki roliine ek olarak, LC-MS/MS ayrica
kanserdeki protein ekspresyon degisikliklerini arastirmak icin proteomikte de
kullanilmaktadir. Teknik, tiimorlii dokulara kiyasla normal dokularda farkli sekilde
veya timore Ozel ifade edilen proteinlerin tanimlanmasini saglayarak kanser
ilerlemesinin altinda yatan molekiiler mekanizmalara iligkin i¢goriiler saglamaktadir
(Bereman ve ark., 2014; Rudnick ve ark., 2010). LC-MS/MS'in ¢ok yonliiligi, erken
evre kanserleri tespit etme ve tedavi yanitlarini izlemek i¢in viicut sivilarindaki
metabolitleri analiz edebildigi siv1 biyopsilerdeki uygulamasina kadar uzanmaktadir.
Bu invaziv olmayan yaklasim, invaziv doku biyopsilerine ihtiya¢ duyulmadan
hastalik durumunun gercek zamanli izlenmesine olanak tamdigr icin klinik

onkolojide 6zellikle degerlidir (Ozer ve ark., 2022).
2.5.2. Bottom-Up Proteomik

Bottom-up proteomik, siklikla shotgun proteomik olarak anilir, kiitle spektrometrisi
(MS) teknikleri kullanilarak analiz edilmelerinden Once proteinlerin daha kiigiik
peptitlere enzimatik sindirimini igeren proteomik alaninda yaygin olarak kullanilan
bir yaklasimdir. Bu yontem, tanimlanan peptitlerden protein varligini ve bollugunu
cikararak karmasik protein karigimlarinin kapsamli karakterizasyonuna olanak tanir.
Islem tipik olarak proteinlerin proteolitik sindirimiyle baslar ve genellikle tripsin gibi
enzimler kullanilarak proteinleri belirli amino asit kalintilarindan ayirir ve sivi
kromatografisi ile tandem kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS) birlestirilerek daha
kolay analiz edilebilen peptitlerle sonuglanir (Jiang, 2024; Liang ve ark., 2023;
Miller ve ark., 2021).
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Bottom-up proteomik is akisi tipik olarak proteinlerin proteolitik sindirimiyle baslar,
oncelikle belirli amino asitleri belirli bolgelerde parcalayan tripsin kullanilir. Bu
adim kritiktir, ¢linkii proteaz se¢imi peptit tanimlamasinin kalitesini ve sonraki
protein ¢ikarimini 6nemli Olglide etkileyebilir (Miller ve ark., 2021). Numune
hazirlama tekniklerindeki gelismeler, bu siirecin verimini ve tekrarlanabilirligini
artirmada 6nemli rol oynamis ve kalp dokusu gibi kiigiik miktarlarda biyolojik

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

Kiitle spektrometrisi teknolojisindeki son gelismeler de bottom-up proteomigin
evrimine katkida bulunmustur. Kiitle spektrometrelerinin gelismis kiitle dogrulugu,
¢Ozme giicli ve hassasiyeti, proteinlerin islevsel g¢esitliligini anlamak i¢in ¢ok dnemli
olan translasyon sonrasi modifikasyonlarin (post translational modifications; PTM)
ve proteoformlarin tanimlanmasini kolaylastirmistir (Bamberger ve ark., 2018; Chen
ve ark., 2021). Ek olarak, biyoinformatik araglarinin ortaya ¢ikmasi, aragtirmacilarin
yiiksek verimli proteomik deneyler tarafindan olusturulan karmasik veri kiimelerini
ele almasini saglayarak veri analizini kolaylastirmistir (Nickerson ve ark., 2023;
Quast ve ark., 2021).

Bottom-up proteomigin temel avantajlarindan biri, yliksek ¢oziintirliiklii ayirma ve
yiiksek protein kapsami kapasitesidir. Bu, 6zellikle spesifik protein degisikliklerinin
tanimlanmasiin tiimor biyolojisi ve potansiyel terapdtik hedefler hakkinda fikir
verebilecegi kanser arastirmalarinda olduk¢a Onemlidir (Darville ve Sokolowski,
2014). Gelismis kromatografik tekniklerin entegrasyonu, arastirmacilarin kanser icin
biyobelirteg gorevi gorebilecek diisiik miktardaki proteinleri tanimlamak i¢in gerekli
olan daha derin proteom kapsamina ulagsmalarin1 saglamistir (Liang ve ark., 2023;
Wang ve ark, 2022). Bottom-up proteomigiyle birlikte hedefli kiitle
spektrometrisinin kullanilmasi, biyobelirteglerin dogrulanmasin1 ve proteinlerin
kantifikasyonunu kolaylastirmis, boylece klinik ortamlarda proteomik analizlerin

giivenilirligini artirmistir (Manes ve Nita-Lazar, 2018).

Son caligmalar, hasta kaynakli tiimor ksenogreflerini karakterize etmede bottom-up
proteomigin etkinligini vurgulamis hem peptit hem de proteoform diizeylerinde

kansere 0zgii sapmalar1 tespit etme yetenegini gostermistir. Bu yetenek, kanserin
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molekiiler temellerini anlamak ve kisisellestirilmis tedavi stratejileri gelistirmek i¢in

oldukc¢a 6nemlidir (Ntai ve ark., 2016).
2.6. Biyoinformatik

Biyoinformatik, 6zellikle genomik ve proteomik diizeylerde biyolojik verileri analiz
etmek ve yorumlamak i¢in biyoloji, bilgisayar bilimi ve istatistigi birlestiren
disiplinlerarasi bir alandir. "Biyoinformatik" terimi ilk olarak 1970 yilinda Paulien
Hogeweg ve Ben Hesper tarafindan "biyotik sistemlerdeki bilisimsel siireclerin
incelenmesi" olarak kavramsallastirilarak ortaya atilmistir (Lopez-Lopez ve ark.,
2020). Dizileme teknolojilerinin hizla ilerlemesi, muazzam miktarda biyolojik veri
liretmis ve veri yonetimi, analizi ve yorumlamasi i¢in karmasik hesaplama araglar

gerektirmistir (Luscombe ve ark., 2001).

Biyoinformatigin tanimi, biyolojik verilerin depolanmasi, elde edilmesi ve analizi ile
veri yorumlama i¢in algoritmalar ve yazilim araglariin gelistirilmesi de dahil olmak
tizere c¢ok cesitli faaliyetleri kapsar. European Bioinformatics Institute (EBI),
biyoinformatigi biyolojik veri yonetimi ve analizi i¢in bilgisayar biliminin kullanimi
olarak tanimlayarak, hesaplamali teknikler ile biyolojik arastirma arasinda bir kopri
olarak roliinii vurgulamaktadir (Tikhvinskiy ve Porozov, 2013). Bu disiplinler arasi
yapi1, biyoinformatigin, genomik ve kisisellestirilmis tip gibi alanlardaki ilerlemeler
icin cok onemli olan genetik diziler ve bunlarin islevsel etkileri arasindaki iligkileri

anlamak gibi karmasik biyolojik sorular1 ele almasina olanak tanir (Butte, 2009).

Biyoinformatik yalnizca akademik arastirmalarda degil, ayn1 zamanda ila¢ kesfi ve
kisisellestirilmis tedavilerin gelistirilmesi gibi klinik uygulamalarda da 6nemli bir rol
oynamaktadir (Hulsen ve ark., 2019). Biyoinformatik araglarinin yagam bilimlerinin
cesitli dallarina entegre edilmesi, biiylik dlgekli verilerin analizini kolaylastirarak
arastirmacilarin daha once ulasilamayan icgoriileri ortaya c¢ikarmasini saglamistir.
Biyoinformatik  metabolik  yollarin  incelenmesinde ve  hastaliklar  i¢in
biyobelirteglerin belirlenmesinde etkili olmus ve boylece saglhik ve hastalik

mekanizmalarina iligkin anlayisimizi gelistirmistir (Paul ve ark., 2020).

Dahasi, biyoinformatik alani, makine 6grenimi ve yapay zeka gibi ortaya cikan
trendlerin biyoinformatik metodolojilerine giderek daha fazla entegre edilmesiyle

stirekli olarak gelismektedir. Bu gelismeler, biyolojik sonuclar1 tahmin etme ve
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biiyiilk veri kiimelerinin analizini kolaylastirma yetenegini artirarak biyolojik
aragtirmanin verimliligini ve dogrulugunu iyilestirmektedir (Kurgan ve Zhou, 2011).
Biyoinformatigin disiplinler arasi dogasi, karmasik biyolojik sorular1 etkili bir
sekilde ele almak icin biyologlar, bilgisayar bilimcileri ve istatistik¢iler arasindaki is

birliginin 6nemini de vurgulamaktadirlar (Williams ve digerleri, 2019).

Biyoinformatik, kanser arastirmalarinda temel bir alan olarak ortaya ¢ikmis, kanser
mekanizmalari, tan1 ve tedavi anlayisimizi gelistirmek icin biyolojik verilerin
hesaplamal1 tekniklerle biitlinlestirilmesini kolaylagtirmistir. Biyoloji, bilgi bilimi ve
hesaplamanin bir araya gelmesi, biyoenformatigi kanser genetigi ve patolojisinin
karmagikliklarin1 ¢6zmede temel bir bilesen haline getirmistir (Ebrahimi ve ark.,
2023). Bu disiplinler arast yaklasim yalnizca kanser biyobelirteglerinin
tanimlanmasina yardimci olmakla kalmamakta, ayni zamanda hasta sonuglarini
tyilestirmek i¢in ¢ok 6nemli olan kisisellestirilmis tip stratejilerinin gelistirilmesini
de desteklemektedir (Chin ve ark.,, 2011). Biyoinformatigin klinik verilerle
biitiinlestirilmesi, spesifik genetik degisiklikleri klinik sonuglarla iligkilendiren
calismalarla kanitlandig1 gibi, timor davranist ve hasta prognozunun anlagilmasini da
gelistirmektedir. Biyoinformatik analizleri, mesane kanserinde kirpi sinyal yollarinin
prognostik onemini ortaya ¢ikararak, hesaplamali yaklagimlarin klinik karar vermeyi

nasil bilgilendirebilecegini de gostermistir (Yu ve ark., 2023).

Proteomik  biyoinformatigi, protein  ekspresyonu, modifikasyonlar1  ve
etkilesimlerinin analizi yoluyla tiimor biyolojisinin anlasilmasmi kolaylastirarak
kanser arastirmalarinda Onemli bir alan olarak ortaya ¢ikmistir. Proteomigin
biyinformatikle biitinlestirilmesi, karmagsik biyolojik verilerin kapsamli analizine
olanak tanimaktadir. Proteinlerin genis Olgekli ¢alismasi olan proteomik, kanser
biyolojisinde, 6zellikle teshis ve tedavi i¢in biyobelirteglerin belirlenmesinde 6nemli
hale gelmistir. Kiitle spektrometrisindeki son gelismeler, tiimoér oOrneklerindeki
proteinlerin hassas bir sekilde Ol¢iilmesini ve tanimlanmasini saglayarak kanser
ilerlemesi ve metastazinin altinda yatan molekiiler mekanizmalara iliskin i¢cgdriiler
saglamaktadir (Rani ve ark., 2023). Proteomigin uygulanmasi biyobelirte¢ kesfinin
Otesine de uzanmaktadir. Kanser heterojenligini ve tedavi yanitin1 anlamada 6nemli

bir rolde almaktadir. Kapsamli proteomik analizler, yalnizca genomik yaklasimlarla
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tespit edilemeyen farkli kanseri alt tiplerini belirleyerek, kanser siniflandirmasini ve

tedavi stratejilerini iyilestirmede proteomik verilerin 6nemini vurgulanmistir

(Yanovich ve ark., 2018).

Biyoinformatik araglari, protecomik ¢alismalarda tiretilen muazzam miktardaki veriyi
yonetmek ve yorumlamak i¢in biiylik 6neme sahiptir. Bu araglar, proteomik verilerin
diger omik verilerle biitlinlestirilmesini kolaylastirir ve arastirmacilarin kanser
biyolojisi hakkinda daha kapsamli sonuglar ¢ikarmasini saglamaktadir (Nelakurthi,
2023). Hedefli proteomiklerin gelistirilmesi, kanser biyobelirteglerinin dogrulanmasi
siirecini de hizlandirmigs ve bunlarin kesiften klinik uygulamaya gecisini

hizlandirmistir (Ogata ve ark., 2022).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. A549 Hiicre Hatt1 Kiiltiirii

Dondurulmus A549 hiicreleri (ATCC CCL-185 ™) ¢oziim esnasinda Dimetil
stilfoksit (DMSO) etkisini azaltmak i¢in Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) ile 1:10 oraninda seyreltildi. Hiicreler 350 x g’de 5 dakika santrifiij
edildikten sonra Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS) ile yikama
gergeklestirildi. Siipernatant: atilan hiicrelere besiyeri olarak DMEM High Glucose
icerisine son hacmi %10 Fetal Bovine Serum (FBS), %1 penisilin-streptomisin ve
%1 L-glutamin olacak sekilde besiyeri hazirlanarak uygun miktarda eklenerek kiiltiir
kaplarina ekimi gergeklestirildi. Kiiltiir kaplari etiketlenerek %5 CO; igeren 37 °C’de
nemli inkiibatorde kiiltiire edildi. Kiiltiire edilen hiicrelerin besiyerleri 3-4 giinde bir

tazelendi.

Kiiltiir kaplarindaki hiicreler, kabin yaklasik %80’ini doldurdugunda, pasajlama
amaciyla besiyeri uzaklastirilarak DPBS ile yikandi. Yapigsmis olan hiicrelerin
kaldirilmasi i¢in tripsin eklenerek 3 dakika boyunca inkiibatorde bekletildi. Hiicreler,
kiiltiir kabinda ylizmeye basladiktan sonra tripsin aktivitesini durdurmak i¢in besiyeri
eklendi. Hiicreler tiiplere alindiktan sonra 350 x g’de 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant1 uzaklastirilan hiicre pelletine 1 ml kendi besiyeri eklenerek siispanse
edildi. Hiicreler THOMA lami ile sayildiktan sonra yeni hiicre kaplarina ekimi
yapildi. Bu islemler, deneyler igin yeterli hiicre sayisina elde edilene kadar

tekrarlandi.



3.2. A549 Hiicre Hattindan CD133 Ve CD326 ifade Eden Hiicrelerin Manyetik
Olarak Aktive Edilmis Hiicre Ayirma (MACS) ile Eldesi

CD133 ve CD326 (Epcam) ifade eden hiicrelerin elde edilmesi i¢in pasajlama
yontemi ile hiicreler, hiicre kiiltiir flaskindan alindi. Hiicreler sayisal olarak iki esit
miktara boliinerek, etiketlenmis hiicre tiiplerine alindi. MACS Bovine serum albiimin
(BSA) stok soliisyonu igerisine 1:20 oraninda olmak iizere autoMACS yikama
soliisyonu ile seyreltilerek MACS tamponu hazirland1 ve uygulama boyunca buz

i¢erisine alindi.

Iki farkli hiicre tiipiindeki hiicreler protokollere uygun olarak ayn1 islemden gecti. Ilk
olarak 300 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant1 atilan hiicre pelleti {izerine
10°® hiicre igin 300 uL olacak sekilde MACS tamponu eklendi. Ayr1 ayr1 olarak 108
hiicre i¢in 100 pL CD133 ve CD326 manyetik MicroBeads eklenerek 30 dakika +4
%C’de inkiibe edildi. Daha sonra, 10® hiicre igin 1 mL tampon kullanilarak hiicreler
yikandi ve siipernatanti atildi. MidiMACS ayirici, MultiStanda yerlestirilerek, ayirici
kolon, ayiriciya tutturuldu ve ayirma islemi icin gerekli alan olusturuldu. Kolon
altina ise istedigimiz belirteci ifade etmeyen hiicrelerin toplanmasi igin tiip
yerlestirildi. Ayirict kolon 3 mL MACS tamponu ile yikandi. Kolon hiicreler
gecirildikten sonra 3 defa 3 mL MACS tamponu ile yikanarak belirteci ifade
etmeyen hiicrelerin tiiplerde toplanilmasi saglandi. Kolonlar ayiricidan ¢ikartilarak
ayr ve etiketlenmis tliplerine yerlestirildi. Kolonlar 5 mL MACS tamponu eklenerek,

piston yardimu ile etiketlenmis hiicreler tiiplere toplandi.

Toplanan hiicrelerin sayimi yapildiktan sonra sekretomunun toplanmasi i¢in hiicre

kaplarina, kosullandirilmis besiyeri ile ekimi gergeklestirildi.
3.3. Kontrol, CD133 ve CD326 ifade Eden Hiicrelerden Sekretom Eldesi

Sekretom edesi igin, serum icermeyen DMEM High Glucose besiyeri
(kosullandirilmis besiyeri) ile uygun miktarda ekilen hiicreler 24 saat boyunca 37 °C
ve %5 CO; kosullarinda inkiibe edildi. Siire sonunda sekretom iceren besiyeri
toplandi. Toplanan besiyeri +4 °C 10000 x g’de 15 dakika santrifiij edilecek ve
boylece hiicrelere ait kalintilar uzaklastirllmis olacaktir. Sekretom proteinlerini
toplamak i¢in StrataClean beadler kullanildi. Beadleri protein baglamaya hazir hale

getirmek icin iizerinde olasi1 peptit kontaminasyonunu engellemek ve fenol mimik
25



eden protein baglayici yapiyr aktive etmek amaciyla Tris-EDTA (tromethamine-
ethylenediaminetetraacetic acid) tamponu (50 mM Tris, 10 mM EDTA, pH:7) ile iki
kez yikandi ve &rnek basina 20 pL bead eklendi. Uzerine 200 pL 12 M HCI
eklenerek 100 °C’de gece boyu inkiibe edildi. Bu adimdan sonra her 5 mL
kosullandirilmis besiyeri i¢in 20 pL aktif bead eklendi ve besiyerleri +4 °C’de gece
boyu ¢alkayaliyicada bekletildi. Beadlere baglanan proteinler, 8000 x g’de 15 dakika
coktiiriilerek besiyerinden ayristirildi ve Tris-EDTA yikamasi ile besiyeri kalintilari
uzaklastirildi. Vakumlu santrifiijde kurutulan 6rnekler pudramsi bir hale geldikten

kullanilacag1 zamana kadar -20 °C’de saklandi (Bonn ve Otto, 2018).
3.4. Bead Uzerindeki Proteinlerin Kiitle Spektroskopi Analizine Hazirlanmasi

Kurutulmus beadler, 100 uL 50mM TEAB (Tetracthylammonium bromide) igeren
%2 (w/v) RapiGest ile yeniden siispanse edildi. Cozeltinin son konsantrasyonu 20
mM olacak sekilde TCEP (tris(2-carboxyethyl)phosphine) eklendi ve drnekler 30
dakika 60 °C'de inkiibe edilerek buz iizerinde sogutuldu. Oda sicakligi ve karanlikta
bulunan orneklere, IAA (Indole-3-acetic acid) son konsantrasyonu 40 mM olacak
sekilde eklendi ve 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 200 ng Lys-C ilave
edildi ve 37 °C'de 1000 rpm'de 4 saat boyunca calkalayicida inkiibe edildi. Daha
sonra Orneklere 800 ng Tripsin-Gold ilave edilerek gece boyunca inkiibe edildi.
10000 x g'de 1 dakika siireyle santrifiij ardindan peptit i¢eren siipernatanlar toplandi
ve RapiGest'i uzaklastirmak igin 12000 x g'de 15 dakika siireyle santrifiij edildi.
Ornekler, StageTip’lerdeki C18’e yiiklenebilmesi igin %1 TFA (Trifluoroacetic acid)
ile asidifiye edildi. C18 materyali siispanse edilip StageTip’lere yerlestirildi.
StageTip’ler tampon B (%0.1 Asetik Asit, %80 ACN (Acetonitrile)) ile yikand1 ve
tampon A (%0.1 Asetik Asit) ile dengelendi. Asidifiye edilmis Ornekler, tiplere
yiiklendi ve peptit bagh tipler, tampon A ile iki kez yikandi. Yikamanin ardindan,
tiplere tampon B ilave edildi ve peptitler tiiplerden bir siringa ile eliie edildi.
Ornekler SpeedVac ile kurutuldu ve LC-MS/MS analizine kadar -20 °C'de sakland:
(Bonn ve Otto, 2018).

3.5. LC-MS/MS Analizi

Shotgun proteom analizi LC-MS/MS Eksigent ekspert™ nanoLC 400 System ile
biitiinlesik AB SCIEX TripleTOF® 5600+ sistemi ile gerceklestirildi. Ayristirma
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islemi ise GL Sciences Monolithic Capillary HPLC (0.1 mm x 250 mm) kolonu ile
gerceklestirildi. Sekretom drnekleri i¢in 180 dakikalik akis gradiyenti kullanildi.

Cihazin raporlamasi, olusturulan ham veri analizi ve tek Ornekte coklu analiz
Olgtimleri Analyst® TF v.1.6 (AB SCIEX) ile yapildi. Peptitlerin ve iyonlasmis
peptit triinlerinin (ion-product) degerlendirmesi PeakView (1.2, AB Sciex) ile
gerceklestirildi. Proteinlerin tanimlanmasinda modifikasyonlar, izoformlar ve protein
sub-setleri gibi degiskenlerinde tanimlamada kullanilabilmesi i¢in olusturulan pik-
listeleri ProteinPilot 4.5 Beta (AB SCIEX) ile MS/MS spectralar1 (PMF ve MS/MS
ion) protein kaynak listerleri (canonical + isoforms) Homo sapiens tiiriine ait
UniProtKB tabanli referans kiitliphane {izerinden degerlendirildi (Uniprot

2023.06.02). Boylelikle 6rneklerden 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  kullanilarak,  hiicre

gruplarina 6zgii olan protein listeleri belirlendi.

Yapilan diger analizler, gruplara 0zgli olan bu proteinler iizerinden

gerceklestirilmistir.

Elde edilen proteinler, hemi heatmap tool (Ning ve ark., 2022) kullanilarak Gen
Ontolojisi Biyolojik Siireg (Gene Ontology Biological Process) ile zenginlestirme
analizi (Enrichment Analysis) gergeklestirildi. Bu analiz ¢alismada proteinlerin bir

grup olarak hangi islevleri gergeklestirdigi bilgisini sagladu.

Ayni proteinler STRING veri tabani (https://string-db.org) (Szklarczyk ve ark., 2023)
kullanilarak ag ve fonksiyon analizleri gerc¢eklestirdi. Cytoscape (Shannon ve ark.,
2003) versiyon 3.10.1. ve eklentisi olarak stringApp versiyon 2.1.1 kullanilarak
STRING veri tabanindan elde edilen veriler gorsellestirildi. Bu analiz ise proteinlerin
tek baslarina veya birkag protein ile hangi biyolojik islevleri gergeklestirdigi bilgisini
sagladi.

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) kullanilarak gerceklestirildi. Bu analizler ile proteinlerin 6zgiin
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olup olmamasina degil, CD326 ve CD133 pozitif gruplarinda goézlenen proteinlerin,
kontrol grubunda gozlenen ayni proteinlere gore miktarinin artip artmadigi
degerlendirildi Buradan elde edilen bilgiler ile upregiile edilen proteinlerin analizleri
yine STRING kullanilarak network ve fonksiyon analizleri gerceklestirdi. Bulunan
ozgiin ve LFQ proteinleri ise Gene Expression Profiling Interactive Analysis (GEPIA
2) (Tang ve ark., 2019) kullanilarak ifadelerinin kanserdeki sagkalim analizleri

gergeklestirilmistir.

Tespit edilen proteinler, Uniprot (UniProt Consortium, 2013) ve Human Protein
Atlas (Sjostedt ve ark., 2020) kullanilarak fonksiyonlar1 ve kanserde olan dnemleri

incelenmistir.

28



4. BULGULAR

4.1. A549 Hiicre Hattinda CD133 Pozitif ve CD326 Pozitif Oranlarinin Flow

Sitometri Analizi

A549 popiilasyonunda, multipotent belirteg CD133 pozitif hiicreler ve pluripotent
belirteg CD326 (EpCAM) pozitif hiicrelerin oran1 akis sitometri ile belirlenmistir.
Sonuglara gore, A549 popiilasyonunda CD133 pozitif hiicre oran1 %6.53, CD326
pozitif hiicre orani ise %40.7 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.1.).

A549 CD326
40,7
A549 CD133
6,53

SSC-A
SSC-H

Comp-Pacific Blue-A Comp-APC-A

Sekil 4.1. A549 Hiicre Hattinda CD133 ve CD326 Pozitif Hiicrelerin Flow Sitometri
Analizlerine Go6re Oranlari

4.2. Kontrol Grubu, CD133 Pozitif ve CD326 Pozitif Hiicrelerin Sekretom
Protein Analizi

LC-MS/MS analizi ile gruplarin protein listesi belirlendi. Analiz sonucunda; kontrol
grubunda 64, CD326 (Epcam) pozitif grubunda 11 ve CD133 pozitif grubunda 54



Ozgiin protein tespit edilmistir (Sekil 4.2.). Bu protein listesi Tablo 4.1.'de

goriilmektedir.

Control

CD326

Sekil 4.2. Hiicre Gruplarina Ozgii Protein Sayilarmin Ven Semasi Seklinde

Gosterimi

Tablo 4.1. Hiicre Gruplarmin Ozgiin Protein Listesi

Kontrol

ACTN4 GOT2 KRT19 ARPCS5 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 NUMAL1 TPM3 EIF1 RPL12 UBE2V2 SFN ENSA RRBP1
TAX1BP3 CCT2 AHNAK2 NTS PFDN5 RPL30 PLEC NME1
HSP90B1 LAMAS PAPPA CTTN EIF3G KHSRP TFG JPT2
BOLA2B EEF1G AHNAK NSFL1C PFDN2 EEF1A2 HSPH1

CD133

PTPRK EDN1 H2BC12 C1R CLSTN1l 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 LAMCL1 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 Hiicrelerin Sekretom Protein Analizi

Kontrol grubu proteinleri tizerinde Gen Ontolojisi (GO) kullanilarak yapilan
zenginlestirme analizi sonuglar1 incelendiginde, kok hiicre popiilasyonunun
siirdliriilmesi, ¢ift sarmal DNA kiriklart ve DNA hasar onarimlari, RNA
metabolizmasi, telomer bakimi, transkripsiyon sonrast modifikasyonlar ve apoptotik
stirecin  diizenlenmesi gibi normal hiicresel biyolojik siireglerin yer aldig1

gozlemlenmistir (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. Kontrol Grubu Hiicrelerin Proteinlerinin Gen Ontolojisi Biyolojik Siireg

Zenginlestirme Analizi Sonuglari



4.4. CD326 Pozitif ve CD133 Pozitif Hiicre Sekretom Protein Analizi

CD133 pozitif ifade eden popiilasyonlarin sekretom proteinlerinin gen ontolojisi
analizleri anjiyogenez, kan damari gelisimi, yara onarimi, hiicre dis1 matris
organizasyonu, bagisiklik tepkisi, mezenkimal kok hiicre farklilasmasi, hiicre
migrasyonu, hiicre yapismasi ile ilgili ontolojilerin zenginlestigini gostermektedir.
Ancak, GO analizinde sadece CD326 pozitif ifade eden grupta epitelden
mezenkimale gecis, noron farklilagmasi, plasenta morfogenezi gibi biyolojik siirecler

ile ilgili molekiillerin varligr dikkat ¢ekicidir (Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.).
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Sekil 4.4. CD133 Pozitif Grubu Hiicrelerin Proteinlerinin Gen Ontolojisi Biyolojik

Siire¢ Zenginlestirme Analizi Sonuglari

34



(anjen-d)b|-

{72

9L

©
—
|

2
~N
1

$
~N
I

W=

9'¢=

00¥

00€

onel-3
002

00}

uonisueJ) lewAyouasaw o} |eleypdg

uonaJoas uisjoud Jo uonenbas aAlISod

Aemyjed Buijeubis pajeipaw-lojoey) SIS0I08U Jown |
90U2S8UIS |90 padnpul-auaboouQ

uswdojaaap oAiquwia ul paAjoAul uolejAylew YNNG
asuodsal sunwuwl sjeuu|

uonenualaylp uoinau jo uole|nbal aAlIsod
sissuaboydiow eyusoe|d oluoAiquig

uononpsued) [eubis uisjold sey Jo uolje|nbay
uoneoljdas YNQ Ul paAjoAul Buipuimun wYNQ

Jredas yNQ jo uoienbal aansod

sisauabolbuy

Sekil 4.5. CD326 Pozitif Grubu Hiicrelerin Proteinlerinin Gen Ontolojisi Biyolojik

Siire¢ Zenginlestirme Analizi Sonuglari
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Grup-spesifik proteinlerin STRING network analizleri yapildiginda, CD133 pozitif
grubunda VTN, BCAM, LAMCI gibi mezoderm kokenli molekiillerin varlig
gozlendi. Bu networkda TGFBI1 de mevcuttur. CD133 pozitif olan ve multipotent
oldugu diisiiniilen bu hiicre grubu, malign dokularda vaskiilarizasyonu tetikleyen
ANG ve timdr invazyonunu ve metastazini kontrol ettigi bilinen PTPRK
molekiillerinin varlifiyla da dikkat ¢ekmektedir. CD133 pozitif hiicrelerin hiicre
adezyonu, farklilasmasi ve gog¢ii ile ilgili molekiillerce zengin ontolojiler sergiledigi
ve bu ontolojilerde TGFB1, VTN, LAMC1 ve B4GALTL1 gibi proteinlerin ortak
oldugu gozlenmistir. Ayrica hiicre popiilasyon proliferasyonu ve hiicre migrasyonu
ile alakali ontolojiler de gézlenmis ve bu ontolojilerin ise TGFB1, PTPRK, IGFBP3
ve APOH proteinleri tarafindan ortak diizenlendigi goézlenmistir. CD133 pozitif
iligkili molekiillerin GO biyolojik siire¢ analizleri Sekil 4.6.'de gorsellestirilmistir.

36



" | oA

- ANG |

/

@ o =

SLC39A10
Biological Process (Gene Ontology)

GO-term A description count in network  strength  false discovery rate
G0:0007155 Cell adhesion 11 of 965 0.62 0.0212
G0:0030154 Cell differentiation 21 of 3507 0.34 0.0466
G0:0016477 Cell migration 13 of 903 0.72 00123 @
G0:0030198 Extracellular matrix organization 7 of 278 0.96 0.0151 ®
G0:0010575 Positive regulation of vascular endothelial growth factor produc... 30f29 1.58 00278 @
G0:0030334 Regulation of cell migration 10 of 927 0.59 00437 @
G0:0042127 Regulation of cell population proliferation 15 of 1669 0.52 0.0171 @

Sekil 4.6. CD133 Pozitif Hiicre Sekretom Proteinlerinin STRING Network Analizi
ve Gen Ontolojisi Biyolojik Siire¢ Analizi

CD326 pozitif grubunda ise anjiyogenez biyolojik siirecinde yer alan NRCAM ve
CALD1 molekiillerinin varligi, CD326 popiilasyonuna 6zgii proteinlerde 6ne
¢ikmaktadir. Ayrica, SUMOylation yolaginda yer alan TRIM28 proteininin varligi,
bu grubun DNA hasar onarim kapasitesi ile iliskilendirilmistir. STRING veritaban1
ile yapilan CD326 pozitif iliskili molekiillerin GO biyolojik siire¢ analizleri Sekil
4.7.°de gorsellestirilmistir.
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DDX21 f.f‘***s% NRCAM HMGA1 C11orf58 SQSTM1
¢ Y

)\ 4

TRIM28 TMSB4X RANBP1 ™. DPY30 CALD1 ™, SYTL4
¢ u-} & @ = [ :@

Sekil 4.7. CD326 Pozitif Hiicre Sekretom Proteinlerinin STRING Network Analizi

4.5. CD133 Pozitif ve CD326 Pozitif Hiicrelerin Sekretom Proteinlerinin LFQ

Analizi

Calismanin devaminda CD133 pozitif ve CD326 pozitif gruplarin, kontrol grubu
arasindaki ekspresyon farkliliklariyla gdzlenen proteinler etiketsiz kantifikasyon
(LFQ) yontemi kullanilarak incelenmistir. LFQ protein listesi Tablo 4.2.°de yer
almaktadir. Proteinlerin LFQ analizleri sonucunda ¢ikan volkan grafikleri ise CD133
pozitif i¢in Seklil 4.8. ve CD326 pozitif i¢in Sekil 4.9.’da yer almaktadir.
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Tablo 4.2. Hiicre Gruplarinin LFQ Analizine Gore Upregiile ve Downregiile Edilen
Proteinler

CD133 Pozitif Upregiile FCGBP RNASET2 GSN CHGB LILRB3 CTSD
C1R SDF4 PCSK9 CFD DNASE2 FGG HEXB
PTPRK C1S CDHl1 ADAM10 DKK1l GCNT3
AGR2 TIMP1 CST3 CST1 FGA FGB FN1 VTN
CHGB CFH SPP1 TFPI CLU IGFBP2 IGFBP4
GRN RNASE4 MARCKSL1 B2M TGFB2
MUCS5AC HSPG2 NUCB1 ODFl1 IGFBP7
GOLM1 SMOC1 SLC38A10 MUC5B PCSK1N

CD133 Pozitif Downregiile | 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 EEF1ID HSPAS8
CCT2 TUBA1B RANBP1 RPL28 RPS17 EIF5A
HN1 KPNB1 NARS PLIN3 RPS11 KHSRP UGDH
HIP1IR HEXIM1 ALDH1Al1 GSR AK1l GAPDH
KRT18 SERPINE2 TUBB SCG2 EEF2 HNRNPL
HSPA7 RPL12 PEBP1 ALDH3Al1 HNRNPH3
SFN MAP1B SRP9 CRIP1 RPS18 SNRPD2
TMSB4X RPL11 ACTGl1 TMSB10 YBX1
TuBB4B FKBP4 KHDRBS1 TRIM28 CTTN
LASP1 PPA1 PCBP1 HMGNS3 TXNRD1 LRRFIP1
SERBP1 MAPKI1IP1L TAF15 SRXN1 HNIL
CACYBP UBQLN4 PA2G4

CD326 Pozitif Upregiile NCL ASH1L DDX21 RPS3A YWHAZ GOT?2
TXN MDH2 ACTB TMSB4X TMSB10 EIF4EBP1

CD326 Pozitif Downregiile | FCGBP TSC22D1 CREG1 H3F3B SDF4 ADAM9
BTF3 NAMPT CFD PKM PFDN1 C1S SLC12A2
SRP14 CDH1 RPS17 KPNB1 HIP1IR DKK1
PRSS23 GCNT3 TIMP1 CST1 FGA FGB FN1
CFH CLU SCG2 MIF IGFBP4 GRN RPL12
RNASE4 CXCL5 RPS10 SRP9 STC1 RPS18
HISTIH4A RPL11 ACTAl MUC5AC HSPG2
NUCB1 RPL6 KHDRBS1 DAG1 DSG2 ODF1
IGFBP7 TSKU SMOC1 PFDNZ2
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Sekil 4.8. CD133 Pozitif Hiicrelerin Sekretom Proteinlerinin Kontrol Grubuna Gore

-

Ekspresyon Farkliliklarin1 Gosteren Volkan Grafigi.
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Sekil 4.9. CD326 Pozitif Hiicrelerin Sekretom Proteinlerinin Kontrol Grubuna Gore

Ekspresyon Farkliliklarin1 Gosteren Volkan Grafigi.
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CD326 pozitif hiicrelerin LFQ analizleri, IGFBP4 ve 7 gibi stres kosullar1 altinda
salgilanan molekiillerin bu hiicrelerde asagi regiile edildigini gostermistir. Ayrica
TIMP1 ve CXCLS5 molekiillerinin ekspresyonlarinda da azalma gozlenmistir.
Pluripotent hiicre grubunda ekspresyonu artan proteinler arasinda DDX21, MDH?2 ve
TMSB4X gibi molekiiller dikkat ¢ekmektedir. Ayrica bu grupta YWHAZ proteininin
ekspresyonunda da artis gézlenmistir. Human Protein Atlas’a gore pluripotent alt
grubun sekretomunda artan bu molekiiliin ekspresyonunun akciger kanseri sag kalim
oranmi etkiledigi gozlenmistir. YWHAZ molekiiliiniin ekspresyonunun arttig

durumlarda sag kalim olasiliginda anlamli azalma goriilmiistiir.

CD133 pozitif hiicre grubunun bagil ekspresyon calismalarinda SERPINE2, HSPA7,
GAPDH, TRIM28, ALDH3A1l gibi molekiillerin ekspresyonlarinda azalmalar
gbzlenmistir. Bu multipotent alt grupta ekspresyonu artan proteinler incelendiginde
pluripotent gruptan farkli olarak IGFBP2, 4 ve 7 proteinlerinin ekspresyonunda artis
gozlenmistir. ADAMI10 ve TIMPI gibi ekstraseliiler matriks modifiye edici
proteinlerin ekspresyonunda da artis kaydedilmistir. Bu grupta ekspresyonu artan bir
diger dikkat ¢ekici molekiil ise TGFB2’dir. Ayrica CD133 pozitif hiicrelerde VTN
proteininin ekspresyonunun arttigt gozlenmistir. Epitel kokenli hiicrelerde
ekspresyonu artan bu mezenkimal kokenli belirte¢ dikkat ¢ekici bir bulgudur. HPA
analizlerine bakildiginda bu belirtecin akciger dokusu ve akciger kanseri ile iligkili
olmadigi dikkat ¢cekmektedir. CD133 pozitif grupta eksprese edilen bu proteinin

epitelden mezenkimale gecisle iligkili olabilecegi diisiiniilebilir.

CD326 pozitif grubun LFQ proteinlerinin STRING network analizi ve Gen
Ontolojisi Biyolojik Siire¢ analizi yapildiginda ise aktin proteini olan ACTB’nin
diger tiim proteinler ile baglantili oldugu gézlenmistir (Sekil 4.10.).
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TXN

/ ASHI1L

ACTB

/ NCL

TMSB4X

EIFAEBP1 ‘

TMSB10

Sekil 4.10. CD326 Pozitif Grubun Upregiile Edilen Proteinlerinin STRING Network
Analizi.

CD133 pozitif grubun LFQ proteinlerinin STRING network analizi ve GO Biyolojik
Siire¢ analizi sonucundai hiicre aktivasyonu, hiicre-hiicre adhezyonu, hiicre-matriks
adhezyonu gibi biyolojik siireclerle ilgili proteinlerin ekspresyonunun kontrol
grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica hiicreyle ilgili gelisme,
biiyiime, 6liim ve yara iyilesmesi gibi siireglerle ilgili proteinler i¢in durumun ayni
oldugu gozlenmistir (Sekil 4.11.). Bu siirecler i¢in genellikle TGFB2, FN1, FGA,
FGB ve FGG proteinlerinin ¢oklu gorevleri oldugu goriilmiistiir.
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Biological Process (Gene Ontology)

GO-term  * description count in network  strength  false discovery rate

G0:0001775 Cell activation 9 of 693 0.73 00106 @
G0:0007155 Cell adhesion 10 of 965 0.63 0.0191 ®
G0:0034330 Cell junction organization 7 of 492 0.77 0.0313 [ ]
G0:0007160 Cell-matrix adhesion 6of 136 1.26 0.00098
G0:0006955 Immune response 13 of 1321 0.61 0.0048 [ ]
GO:0016485 Protein processing 7 of 202 1.15 0.00083 @
G0:0030155 Regulation of cell adhesion 11 of 784 0.76 0.0017
G0:0010941 Regulation of cell death 13 of 1651 0.51 0.0225
G0:0060284 Regulation of cell development 7 of 506 0.75 0.0342 [ ]
G0:1904035 Regulation of epithelial cell apoptotic process 4 of 106 1.19 0.0268 [ ]
G0:0040008 Regulation of growth B of 671 0.69 0.0329 [ ]
GO:0006950 Response to stress 26 of 3358 0.5 314205 @
G0:0042060 Wound healing 7 of 336 0.93 0.0063

Sekil 4.11. CD133 Pozitif Grubun Upregiile Edilen Proteinlerinin STRING Network
Analizi ve Gen Ontolojisi Biyolojik Siire¢ Analizi.

4.6. GEPIA 2 Kullamlarak Belirlenen Proteinlerin Kanserde ifade Diizeyleri ve
Sagkalhim Analizleri

CD133 ve CD362 pozitif gruplarin 6zgiin proteinleri ve LFQ yontemi ile tespit

ettigimiz proteinlerin ifadelerinin kanser de sagkalimlarinin analiz edilmesi i¢in Gene
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Expression Profiling Interactive Analysis (GEPIA 2) araci kullanilmistir. Bu arag ile
yapilan analizler sonucunda, bulunan proteinlerin kanser tiirlerinde sagkalimlari fazla
ifade etmesi ve az ifade etmesine gore analiz edilmistir. Sekillerdeki kirmizi rengin
koyulasmasi o proteinin yiiksek ifadesinin, mavi rengin koyulasmasi ise o proteinin

az ifadesinin daha oliimciil oldugunu gostermektedir.

CD326 pozitif 6zgiin proteinlerinin Sagkalim analizleri Sekil 4.12°de verilmistir.
Sekil incelendiginde CALDI proteinin yiiksek ifadesi ve TRIM28 ve TMSB4X
proteinlerinin az ifadesinin sagkalimi etkiledigi gortilmistiir. Bu proteinlerin diger
kanser tiirlerine gore de analizi Sekil 4.13’tedir. Analiz edilmis olan LUSC (Akciger
Skuamé6z Hiicreli Karsinom) kanserindeki pluripotent oldugu diisiiniilen hiicre
grubuna ait olan 6zgilin proteinlerin, MESO (Mezotelyoma), LGG (Beyin Diisiik
Dereceli Gliom), KICH (Bobrek Kromofob) gibi farkli germ dokularindan koken
alan kanserler de goriilmesi ve yiiksek ifadesinin sagkalimi olumsuz etkilemesi

dikkate degerdir.

ENSG00000165732.12
(DDX21)

ENSG00000130726.11
(TRIM28)

ENSG00000137309.19
(HMGA1)

ENSG00000205542.10
(TMSB4X)

ENSG00000009724.16 log10(HR)
(MASP2) 0.10

ENSG00000122786.19 0.05

(CALD1) 0.00

—-0.05

ENSG00000099901.16 oo
(RANBP1)

ENSG00000161011.19
(SQSTM1)

ENSG00000091129.19
(NRCAM)

ENSG00000102362.15
(SYTL4)

ENSGO00000162961.13
(DPY30)

\)(OC)

N

Sekil 4.12. CD326 Pozitif Hiicre Grubunun Ozgiin Proteinlerinin ifadesinin

Sagkalim Analizleri.
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Sekil 4.13. CD326 Pozitif Hiicre Grubunun Ozgiin Proteinlerinin Ifadesinin Kanser Tiirlerinde

Sagkalim Analizleri.



CD326 pozitif hiicrelerin LFQ analizindeki upregiile edilen proteinlerinin de
sagkalim analizleri gerceklestirilmistir (Sekil 4.14.). Bu analize de dikkate deger
noktalar, YWHAZ proteinin yiiksek ifadesi ile TMSB4X ifadesinin az ifadesinin
sagkalimi1 olumsuz etkilemesidir. Diger kanser tiirlerine gore analiz edildiginde ise

MESO, LGG ve KICH ile benzerlikleri goze carpmaktadir (Sekil 4.15.).

ENSG00000187840.4
(EIFAEBP1)

ENSG00000034510.5
(TMSB10)

ENSG00000205542.10
(TMSB4X)

ENSG00000075624.13
(ACTB)

ENSG00000146701.11
(MDH2)

ENSG00000136810.12
(TXN) 0.04

ENSG00000125166.12 0.00
(GOT2) -0.04
-

ENSG00000164924.17
(YWHAZ)

ENSG00000145425.9
(RPS3A)

ENSG00000165732.12
(DDX21)

ENSG00000116539.10
(ASH1L)

ENSG00000115053.15
(NCL)

log10(HR)
—

O
S
>

Sekil 4.14. CD326 Pozitif LFQ Upregiile Proteinlerinin ifadesinin Sagkalim

Analzileri
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Sekil 4.15. CD326 Pozitif LFQ Upregiile Proteinlerinin Ifadesinin Kanser Tiirlerine

Gore Sagkalim Analizleri.
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Bu durum, pluripotent kok hiicrenin hiyerarsik durumu ve farkli germ doku kaynakli

kanser tiirleri olmalar1 g6z 6niine alindiginda KKH’ler i¢in bir tablo olusturmaktadir.

CD133 pozitif 6zgiin proteinlerinin sagkalim analizleri Sekil 4.16.’de verilmistir.
Burada VTN, PTPRK ve IGFBP3 vyiiksek ifadesinin olumsuz sagkalimi énemlidir.
Diger kanser tiirlerine gore durum incelendiginde ise (Sekil 4.17.) LAMC1, LTBP1,
BCAM, ANG genleri 6ne ¢ikmaktadir. LFQ upregiile edilen proteinlerin analizleri
yapildiginda ise (Sekil 4.18.) TIMP1, ADAM10, PTPRK, FN1, FGA ve FGG gibi
genler one c¢ikmaktadir. Upregiile edilen proteinlerin diger kanser tiirlerine gore
durumuna bakildiginda ise (Sekil 4.19.) LGG (Beyin) kanserinde yiiksek ifadelerinin
sagkalim durumu goriilmektedir. Bir¢cok upregiile edilen proteinin beyin kanserinde
de yiiksek ifadesinin sagkalimi olumsuz etkiledigi gorilmektedir. Bu bulgular,
akciger kanserinin beyne yaptig1 yiikksek metastaz orani diisliniildiigiinde ve metastaz
olan kanserin daha agresif oldugu gz oOniine alindiginda 6nemli veriler oldugunu

ortaya koymaktadir.

Bu bilgiler goze alindiginda, tespit edilen proteinler 4 farkli kanser tiirlinde de tespit
edilip benzer sagkalim oranlar1 gdzlenmistir. Ug farkli kanser tiiriiniin (KICH, LGG,
LUSC) goriildiigii dokularin ti¢ farkli germ tabakasindan koken almasi da ayrica ilgi
cekicidir. En 6nemlisi ise pluripotent olarak kabul ettigimiz CD326 pozitif hiicrelere
Ozglin olan proteinlerin bu diger kanser tiirlerinde de O©nemli oldugunun
gozlenmesidir. Bu durum bu hiicre popiilasyonunun metastazin nedeni oldugu
diisiincemizi desteklemektedir. Tespit edilen bu proteinlerin o6zellikleri ve farklh
dokulardaki farkli kanserlerde de gozlenmesi tartismada ayritili olarak ele

alinacaktir.
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Sekil 4.16. CDI133 Pozitif Hiicre Grubunun Ozgiin Proteinlerinin Ifadesinin
Sagkalim Analizleri.
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Sekil 4.17. CD133 Pozitif Hiicre Grubunun Ozgiin Proteinlerinin Ifadesinin Kanser
Tiirlerinde Sagkalim Analizleri.
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Sekil 4.18. CD133 Pozitif LFQ Upregiile Proteinlerinin Ifadesinin Sagkalim

Analizleri
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Sekil 4.19. CD133 Pozitif LFQ Upregiile Proteinlerinin ifadesinin Kanser Tiirlerine
Gore Sagkalim Analizleri.
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5. TARTISMA

Kanser kok hiicreleri (KKH'ler), tiimoérler igerisinde, tiimor kiitlesini olusturan gesitli
hiicre tiplerine farklilasma ve kendini yenileme gibi yeteneklere sahip olan belirgin
bir hiicre alt popiilasyonudur. Bu kavram, tiimorlerin hiyerarsik olarak organize
oldugunu ve tepedeki KKH'lerin tiimor baslangicini, ilerlemesini ve metastazini
yonlendirdigini varsayan kanser kok hiicre teorisine dayanmaktadir (Yang ve ark.,
2019; Yu ve ark., 2012). KKH'lerin tanimlanmasi, kanser tedavisi i¢in Onemli
sonuclar dogurur, ¢iinkii bu hiicreler kemoterapi ve radyasyona kars1 dogal direngleri
nedeniyle genellikle tiimoriin tekrarlamasindan ve metastazindan sorumludurlar
(Zhao ve ark., 2018). Yapilan ¢alismalar, KKH'lerin tiimériin biiyiik kismini etkili bir
sekilde ortadan kaldiran tedavi protokollerinden sag c¢ikabildigini ve hastaligin
tekrarlamasina ve ilerlemesine yol agtigini gostermistir (Noh ve ark., 2012).
Timorler icindeki KKH'lerin heterojenligi, farkli KKH popiilasyonlarinin terapilere
farkli  yanitlar  verebilmeleri nedeniyle etkili tedavilerin  gelistirilmesini
zorlagtirmaktadir (Shipitsin ve ark., 2007). Bu heterojenlik yalnizca tedavi i¢in bir
zorluk degil, ayn1 zamanda kanser evriminin ve adaptasyonunun dinamik dogasini
yansittigl i¢in timor biyolojisini anlamanin da 6nemli bir yoniinii olusturmaktadir
(Gentry ve ark., 2009). Bu nedenle, KKH davranisini yoneten molekiiler
mekanizmalar ve tiimor mikrogevresindeki etkilesimleri lizerine devam eden
aragtirmalar, bu dayanikli hiicreleri hedeflemeyi amaglayan yeni terapdtik stratejiler

gelistirmek i¢in dnemlidir (Ben-Porath ve ark., 2008).

Bu tez ¢alismasinda ise A549 kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre hattindan
CD133 ve CD326 (Epcam) ifade eden hiicreler MACS yontemi kullanilarak izole
edilmis, kontrol grubu olarak ise A549 hiicre hatti kullanilmistir. Elde edilen bu 3

grubun sekretom proteinleri LC-MS/MS yontemi kullanilarak proteomiks olarak
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incelenmistir.  Belirlenen proteinlerin  fonksiyonlart ve gorevleri, ¢esitli

biyoinformatik araclar kullanilarak incelenmistir.

Deney gruplarindan biri olan prominin-1 olarak da bilinen CD133 biyobelirteci,
cesitli kanserlerde, ozellikle kanser kok hiicreleri (KKH'ler) baglaminda 6énemli bir
biyobelirte¢ olarak ortaya ¢ikmistir. CD133, kendi kendini yenileme yetenekleri ve
timor olusturma potansiyeli ile karakterize edilen KKH'leri tanimlama ve izole
etmede 6nemli bir rol oynayan 5-transmembran glikoproteindir. Caligmalar, CD133
pozitif hiicrelerin CD133 negatif olanlara kiyasla gelismis proliferatif aktivite,
kemoterapi ve radyoterapiye karsi artan direng ve tiimor baslatma konusunda daha
biiyiik bir yetenek sergiledigini gostermistir (Gisina ve ark., 2023). Ornegin,
endometriyal kanserde, CD133 pozitif hiicreler yalnizca daha yiiksek bir ¢ogalma
oran1 gostermekle kalmamig, ayni zamanda sisplatin ve paklitaksel gibi yaygin
terapotik ajanlara karsi artan kemoterapi direnci de gostermistir Dahasi, CD133
ekspresyonu, varliginin ileri hastalik evreleri ve tekrarlama olasiliginin artmasiyla
iligkili oldugu kolorektal ve gastrik kanserler dahil olmak iizere ¢esitli malignitelerde

kotii prognozla iliskilendirilmistir (Ding ve ark., 2017).

Epitel hiicre adezyon molekiilii (EpCAM) olarak da bilinen ve diger deney grubunu
olusturan CD326 biyobelirteci ise, pluripotent kok hiicreler (PKH'ler) i¢in 6nemli bir
belirtec olarak kabul edilir. Ifadesi, embriyonik kok hiicrelerinde (EKH'ler) ve
indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerde (iPKH'ler) farklilasmamis durumun
sirdiiriilmesiyle iligkilendirilmistir. Calismalar, CD326'nin farklilasmamis EKH
hatlarinda stirekli olarak ifade edildigini gostermistir ve bu da onu pluripotent
hiicreleri tanimlamak i¢in glivenilir bir belirte¢ haline getirmektedir (Ng ve ark.,
2009). CD326'nin pluripotensi siirdiirmede hayati siiregler olan hiicre sinyalizasyonu
ve goclinde rol oynadigr da gosterilmistir (Hughes ve ark., 2011). CD326nin
pluripotent bir belirteg olarak kullanilmasi, SSEA-4 ve Tra-1-60 gibi diger
pluripotensi belirteclerle etkili ortak ifadesiyle kanitlandigi gibi, PKH'lerin heterojen
hiicre popiilasyonlarindan izole edilmesini kolaylastirma yetenegiyle daha da
desteklenmektedir (Gundry ve ark., 2012). CD326 yalnizca pluripotansiyellik i¢in bir
belirteg olarak degil, aynt zamanda kok hiicrelerin farklilasmamis durumunu

stirdiiren diizenleyici aglarda iglevsel bir bilesen olarak da hizmet eder. Bu bilgiler
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isininda CD326 ifade eden kanser kok hiicreleri, pluripotent kok hiicreler olarak

degerlendirilebilir.

Kanser kok hiicrelerini inceleyen calismalar yapilmis olsa da A549 hiicre hattinda
farkli biyobelirtecler kullanilarak belirlenen hiicre popiilasyonlarindan elde edilen
sekretom proteinlerinin fonksiyon ve islev olarak inceleyen bir ¢alisma bilgilerimiz

dahilinde bulunmamaktadir.

Bu calismada, multipotent ve pluripotent 6zelliklere sahip kanser kok hiicrelerinin
sekretom proteinlerini inceleyerek bu hiicrelerin ¢evreleri tizerindeki etkileri
hakkinda bilgi edinmeyi amagcladik. Bu kapsamda, sekretom proteinlerinin
tanimlanmasi i¢in kiitle spektrometresi yontemi kullanilmis ve elde edilen veriler

cesitli biyoinformatik araglar ile analiz edilmistir.

CD133 pozitif hiicreler, uzun siiredir kanser kok hiicrelerinin biyobelirteci olarak
kullanilmaktadir ve bu hiicrelerin tanimlanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir
(Aghajani ve ark., 2019). Bu ¢alismada, CD133 pozitif hiicrelerin multipotent kok
hiicrelere benzer sekilde islev goren proteinler salgiladig belirlenmistir. Bu bulgular,
2007 yilinda Sobhani ve arkadaslarinin calismasinda elde edilen sonugclarla
uyum gostermektedir. Bu hiicreler mezenkimal kok hiicre farklilasmasini, beyin
dokusu hiicrelerinin farklilasmasim1  ve c¢ogalmasimi indiikleyen proteinler
salgilamaktadirlar. Bu islevlerin  kanser hiicrelerinin  bulundugu dokuda
gergeklestiyor gibi goriinmektedir. Ayrica, bu hiicrelerin anjiyogenez, hiicre disi
matris yapilanmasi, kan damarlarinin yeniden sekillenmesi, hiicre-hiicre ve hiicre-
matris yapigmasi gibi siireclerde rol oynadigi ve bu islevlerin kanser hiicreleri i¢in
destekleyici bir nis olusturdugu belirtilmistir (Plaks ve ark., 2015). Bunun yani sira,

bu hiicrelerin hiicre go¢iinii ve metastazi indiikledigi de gézlemlenmistir.

Belirttigimiz sonuglarimiz bu hiicrelerin kanser destek hiicreleri olarak islev
gordigiinii gostermektedir. Bu hiicreler yakin dokuyu yeni kanser hiicreleri igin
uygun hale getirdigi ve yeni kanser hiicreleri olusturdugu, sonunda ise bu hiicreler

go¢ etmeye basladigi gozlenmistir (Sekil 4.4).

STRING analiz verileri bu islevlerin ¢ogunlukla TGFB1, LAMCI ve VTN
tarafindan diizenlendigini gozlenmistir (Sekil 4.6.). TGFB1 (TGF-B ailesi), kok
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hiicrelerin kendini yenileme islevi i¢in gereklidir (Wang ve ark., 2024). Kanser
hiicrelerinde bu proteinlerin  kotiiye kullanimi  kanser hiicrelerini = destekler.
LAMCl1'in kanser hiicrelerini, tiimor ilerlemesini ve gocilinii destekledigi
bilinmektedir (Plaks ve ark., 2015; Kunitomi ve ark., 2020). LAMC1, TGFB
tarafindan upregiile edilir (Fang ve ark., 2021) ve bazi kanser tipleri i¢in prognostik
bir faktor olarak kabul edilir (Fang ve ark., 2021; Kunitomi ve ark., 2020).
Verilerimiz bu bulgular1 desteklemektedir. VTN veya Vitronektin'in bilinen islevleri
hiicre yapismasini, yayilmasini ve go¢iinii tesvik etmektir (Schvartz ve ark., 1999).
Kanserde ise Vitronektin hiicre farklilasmasini  ve tiimoér olusumunu
desteklemektedir (Hurt ve ark.,, 2010). Vaskiilarizasyonu destekleyen ANG
(Aghajani ve ark., 2019; Caporarello ve ark., 2017), PTPRK tiimér invazyonu ve

metastazda da gozlenmektedir.

LFQ upregiile edilen proteinler, CD133 pozitif hiicrelerin salgisinin, hiicre
poplilasyonunu korumada heterojen hiicrelere gore daha fazla calistigim
gostermektedir. Bu islev i¢cin TGFB2 (Liao ve ark., 2021) kullaniimakta.
Ekstraseliiler matrisi degistiren proteinler olan ADAM10 (Siney ve ark., 2017) ve
TIMP1 (Duch ve ark., 2022) de CD133 pozitif hiicrelerde upregiile edilmistir.
HPA'ya gore, upregiile ADAM10 ve DKKI1 proteinleri akciger kanserinde olumsuz
prognostik belirteglere sahiptir.

SERPINE2, CD133 ve CD326 pozitif hiicrelerin tek ortak sekretom proteinidir.
SERPINE2, serpin ailesinden bir proteindir. Baslica islevleri serin proteazlarini
inhibe etmektir. SERPINE2 baskilanmasi, radyodirencini, DNA hasar1 onarimini,
g06¢li ve in vitro invazyonu inhibe etmektedir (Zhang ve ark., 2022). Bu protein ailesi
bir siiredir biyobelirteg hedefidir. SERPINE2 upregiilasyonu 12 kanser tipinde
gozlemlemistir (Liu ve ark., 2024). 2020 yilinda yapilan bir ¢alismada,
SERPINE2'nin asir1 ekspresyonunun akciger adenokarsinomunda kéotii prognoza yol
actig1 ve akciger adenokarsinomunun prognostik bir belirtecini 6nerdigi bulunmustur
(Dokuni ve ark., 2020). Belirledigimiz CD133 ve CD326 pozitif hiicrelerin islevleri

g0z Oniine alindiginda bulgularimiz bu ¢alismalar ile paraleldir.

CD326 (EpCAM) pozitif kanser hiicreleri, hiicre-hiicre yapismasi, c¢ogalma,

pluripotent bir durumun siirdiiriilmesi, farklilasmanin diizenlenmesi, go¢ ve invazyon
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gibi islevlerle iliskilidir (Dollé ve ark., 2015). Pluripotent kok hiicreler ektoderm,
mezoderm ve endoderm olan ii¢ embriyonik germ katmanina farklilasma yetenegine
sahiptir. Bu ti¢ germ katmani ise tiim dokularin kaynagidir (Ohtsuka ve Dalton,
2008). Ayrica bu hiicreler diger hiicrelerden daha fazla DNA onarim kapasitesine
sahiptir. Bu kapasite onlart hiicre 6liim mekanizmalarinin ¢ogundan korumaktadir
(Luo ve ark., 2012). Bulgularimiz CD326 pozitif hiicrelerin pluripotent kdk hiicre
islevleri gibi islev goren proteinler salgiladigini géstermektedir. Kanser hiicrelerinin
dokudaki kanser ilerlemesini genisletmek ve etkilemek igin sekretomu kotiiye
kullandigi bilinmektedir (Kilmister ve ark., 2022). DNA onarimi ve kemoterapi
direnciyle bilinen TRIM28 proteini (Zhang ve ark., 2023) belirtilmesi gereken
onemli bir proteindir. TRIM28 upregiilasyonu ayrica kiigiik hiicreli dis1 akciger
kanserinde sisplatin direnciyle de iliskilidir (Tan ve ark., 2022).

HPA'ya gore LFQ upregiile edilmis protein YWHAZ, akciger kanserinde olumsuz
prognostik belirtectir. Bu protein epitel mezenkimal gegis, akciger kanserinde hiicre
¢ogalmasimi ve gociinii/invazyonunu tesvik etmesiyle bilinmektedir (Chen ve ark.,
2012; Gan ve ark., 2020). Bu o6zellikler YWHAZ" pluripotent kanser hiicreleri igin
potansiyel bir biyobelirte¢ yapmaktadir.

Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) hastalarinin yaklasik %40'ina beyin
metastazi tanist konmaktadir (EI Rassy ve ark., 2018). Kanser metastaz oldugunda
genellikle tedaviye daha direnclidir ve daha oliimciildiir. Bu durumun altinda yatan
mekanizmalar giliniimiizde yeterince anlagilamamistir (Kilmister ve ark., 2022).
Endoderm kokenli akciger hiicreleri ektoderm kdkenli bir beyin dokusuna go¢ edip
metastaz yapabiliyorsa, akciger kanserinde oldugu gibi, bu pluripotent kanser hiicresi
tarafindan da miimkiin olabilir ve CD326 pozitif ifade eden hiicrelerin sekretom
protein analizlerinin sonuglar1 bu fikri desteklemektedir. CD326 pozitif hiicreler de
pluripotent kok hiicreler gibi epitel mezenkimal ge¢is mekanizmalarinda iglev géren

proteinler salgilamaktadir.

Bu c¢alismada tespit edilen proteinleri incelenirse; CD326 da 6zgiin olan
proteinlerden, CALD1 proteininin periferik sinir rejenerasyonu sirasinda Schwann
hiicre gociinde rol oynadigt Uniprot veri tabaninda belirtilmistir. Bu durum

zenginlestirme analizindeki (Sekil 4.5.) noron farklilasmasinin pozitif regiilasyonu
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gozlenmesiyle iligkili olabilir. Ayrica bu proteinin yiiksek ifadesi LGG kanserinde
sagkalimi olumsuz etkilemektedir. TMSB4X ise downregiile edilen bir protein.
Uniprot’a gore bu proteinin gorevleri arasinda kok hiicre degisimini baskilamak ve
pluripotent hiicrelerin S fazina girmesini engellemektir yer almaktadir. GEPIA2’ye
gore bu proteinin diisilk ifadesi LUSC kanserinde ve yiiksek ifadesi ise LGG
kanserinde sagkalimi olumsuz etkilemekte. Bu durum akciger kanserinde pluripotent
hiicrelerin az aktive olmasiyla birlikte saklanmasina ve beyine gegtiginde veya bu
hiicreler beyinde aktive oldugunda akciger kanserine gore daha agresiflestigi ile
aciklanabilir. TRIM28, DNA tamirinde rol almasimin yaninda KHDAK’de epitel-
mezenkimal gecis regililasyonunda rolii oldugu ve kanser kok hiicrelerinin, stemness
Ozelligini korumada da rol aldigi bilinmektedir (Chen ve ark., 2014; Li ve ark.,
2024). Ayrica upregiilasyonu sisplatin direnciyle de iliskili oldugu ortaya
konulmustur (Tan ve ark., 2022). TRIM28 iizerine yapilan bir ¢caligma da TRIM28
baskilanmasmin timor biiylimesini baskiladigi ve upregiilasyonunun ise glioma
hastalarinda kotii sonuglarla iliskili oldugu gostermistir (Qi ve ark., 2016). Bu durum
TRIM28’in akciger ve gliomada KKH icin biyobelirte¢ olarak kullanilabilinecegini
gostermektedir. DPY30 ile yapilan calisma sonucunda EMT regiilasyonunda gorevi
olabilecegi ifade edilmistir (He ve ark., 2019). Bu 6zgilin proteinlerin gorevleri
disiiniildiiginde DNA tamiri ve pluripotent hiicreler icin Onemli olan EMT
mekanizmalar ile ilgili olduklar1 goriilmektedir. Literatiir ile ortaya koydugumuz
bulgular bir araya getirildiginde CD326 pozitif hiicrelerin pluripotent karakteristikli
KKH’leri oldugu savimiz diger calismalar ile paralel oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

CD326 upregiile edilen proteinler ele alindiginda, GEPIA2 analizine gore CD326
pozitif hiicrelerde upregiile olan 12 proteinden 7’sinin LGG kanserinde de upregiile
durumunun sagkalimi olumsuz etkilediginin ortaya konulmasi, diisiiniilen
pluripotentlik 6zelligi ve akciger kanserinin en yiiksek metastaz yaptigi dokunun
beyin olmasi bilgisiyle bu hiicrelerin 6nemini ortaya koymaktadir. Buradaki en
onemli protein YWHAZ proteinidir. Bu proteinin akciger kanserindeki gorevleri
arasinda EMT, hiicre ¢ogalmasi, goc¢li ve invazyon vardir. Ayrica bu proteinin

yiiksek ifadesi akciger kanserinde sagkalimi olumsuz etkilemektedir.
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CD133 6zgiin proteinleri ele alindiginda, TGFB1, kok hiicrelerin kendini yenileme
islevi i¢in gereklidir. TGFB’nin KHDAK’de EMT islevinin giiclii bir indiikleyicisi
oldugu ve c¢esitli hayvan modellerinde inhibisyonunun metastazi Onledigi
gosterilmistir (Ramundo ve ark., 2023). Ayni1 proteinin LGG kanserinde de sagkalimi
olumsuz etkiledigi gozlenmistir. LAMC1'in kanser hiicrelerini, tiimdr ilerlemesini ve
gociinii desteklemektedir. Glioma hastalarinda ise LAMC1’in yiiksek ifadesinin daha
kisa sagkalima neden oldugu gozlenmistir (Liu ve ark., 2019). Bu durum Sekil
4.16’deki GEPIAZ2 analizleri ile uyumludur.

CD133 upregiile edilen proteinler ele aldiginda, GEPIA2 analizine gére upregiile
edilen 49 proteinden 22’sinin LGG kanserinde de yiiksek ifadesinin sagkalimi
olumsuz etkiledigi gozlenmistir. ADAM10 proteinin KHDAK’de erken teshis ve
sonu¢ tahmini i¢in bir biyomarker aday1 olarak gosterilmistir (Yoneyama ve ark.,
2018), glioblastoma i¢in de migrasyon ve farklilasma da gorevli oldugu bildirilmistir
(Siney ve ark., 2017). EN1 proteinin yiiksek ifadesinin LUSC ve LGG kanserleri igin
olumsuz sagkalima neden oldugu GEPIA2 tarafindan gosterilmistir. Bu proteinin
baskilanmast KHDAK’da sisplatin duyarliligin1 artirmaktadir (Gao ve ark., 2016)
Yapilan multi-omics ¢alisma sonucunda ise glioblastoma da prognostik bir
biyobelirteg aday1 oldugu bildirilmistir (Kabir ve ark., 2022). Sekil 4.11 ve 4.17’deki

bulgularimiz da bu durumu desteklemektedir.

GEPIA2 analizleri sonucunda, tespit edilen proteinlerin ve bu proteinlerin ifade
durumlarimin KICH, LGG ve LUSC gibi 3 farkli germ tabakasinda da gozlenmis
olmasi dikkate deger sonuglardir. Metastatik renal hiicreli karsinomun hedefi %40-50
arasinda akcigerdir (Seitlinger ve ark., 2021). Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri
hastalarinin yaklasik %40'inda beyin metastazi tanist konulmakta (El Rassy ve ark.,
2018). Bu durum mezoderm kokenli kanserin, endoderm kokenli dokuya, endoderm
kokenli kanserin ise ektoderm kokenli dokuya metastaz yaptigin1 gostermektedir. Bu
durum kanserde pluripotent kok hiicre 6zelligi gosteren hiicrelerin varligina igaret
etmektedir. Elde ettigimiz bulgular, CD326 pozitif kanser hiicrelerin pluripotentlik
icin gerekli olan EMT gibi islevleri oldugunu gostermistir. Bu hiicrelerde ifade
edilen proteinlerin ise LGG kanserinde de gozlenmis olmasi ve yiiksek ifadesinin

sagkalimi olumsuz etkiledigi de GEPIA2 analizleri ile ortaya konulmustur (Sekil

60



4.13 ve Sekil 4.15). Bu durum akciger kanserinde pluripotent 6zelligi gosteren
KKH’lerin varligin1 ortaya koymaktadir ve bu hiicrelerin metastaz da gorev aligini
gostermektedir. Ayrica pluripotent kok hiicrelerin, kok hiicrelerdeki hiyerarsisi

diisiintildiiginde, KKH’ler i¢in bir tablo ortaya ¢ikmaktadir.

Metastaz baslatic1 olarak tespit ettigimiz CD133 pozitif KKH’leri ise kanserin
yayllmasinit desteklemekte ve EMT islevini indiiklemektedir. Bu c¢alismadaki
sonuglar, CD133 pozitif hiicrelerin metastaz1 baslatmakta ve CD326 pozitif
hiicrelerin ise dokular arasi gecis yaparak vardigi yeni dokularda tiimdr baslattigina

isaret etmektedir.

CD326 pozitif hiicrelerin diger hiicre gruplarindan daha az sekretom proteini
salgiladig1 da gézlemlenmistir. Bu, bu hiicrelerin diger kanser hiicrelerinden daha az
aktif olmast ve belki de bagisiklik sisteminden saklanmaya c¢aligmasiyla

agiklanabilir.

CD133 ve CD326 pozitif hiicre fonksiyonlarmi disiinildiigiinde birbirlerinin
tamamlayict oldugu séylenebilir. Birisi dokuyu kansere yatkin hale getirmekte ve
metastazi baslatirken, digeri DNA onarimini ve doku farklilagmasini baglatmaktadir.
Bu durum, farkli kanser kok hiicrelerinin normal kok hiicreler gibi birlikte

calismastyla aciklanabilir.

Sonug olarak elde edilen veriler, kanser hiicrelerinin pluripotent hiicre fonksiyonu,
farkli hiicre ve doku tiplerine farklilasma, go¢ ve metastaz gibi farkli hiicre tiplerine
ve fonksiyonlarma sahip heterojen bir popiilasyon oldugunu gostermistir. Bu
calismada iki farkli KKH ortaya konulmus olsa da daha fazla alt popiilasyonun
varligi biiyiik bir ihtimaldir.
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6. SONUC VE ONERILER

Kanser tizerine olan ¢alismalar her gegen yil artmaktadir. Kanser nedenlerinin ve
mekanizmasimin karmasikligi, kanser tiirlerinin birbirine olan farkliliklari, bireye
gore gosterdigi ¢esitlilik bu ¢alismalar1 zorlagtirmaktadir. Ayrica kanserin de kendi
icerisinde heterojenlik gostermesi, farkli gorevleri ve fonksiyonlart olan hiicre
popiilasyonlarina sahip olmasi kanserin anlasilmasina ayr1 bir karmagsiklik katmani

eklemektedir.

Kanser heterojenliginin ¢oziimlenmesi, siniflandirilmasi, popiilasyonlar arasindaki
farkliliklarinin anlagilmasinin, popiilasyonlarin fonksiyonlarinin ve 6zelliklerinin
belirlenmesinin kanseri anlamamizda 6nemli bir yeri vardir. Kanserin tam olarak
tedavi edilebilmesi ve niiksiin Onlenmesi icin kanser kok hiicrelerinin tamamen
ortadan kaldirilmasi kritik onem tagimaktadir. Aksi takdirde, geride kalan kanser kok
hiicreleri genellikle metastaza yol agarak daha giiclii ve tedaviye daha direngli bir
sekilde geri donmektedir. Bu calismada, kok hiicreler gibi kanser kok hiicrelerinin de
kendi hiyerarsilerine ve benzersiz islevlerine sahip oldugu gosterilmistir.
Caligmamiz, yalnizca iki farkli popiilasyona odaklanmis olsa da daha fazla

popiilasyon ve alt popiilasyonlarin varligr 6ngoériilmektedir.

Bu calismada inceledigimiz CD133 ve CD326 pozitif hiicre popiilasyonlarinin
sekretom protein analizleri, bu hiicrelerin biyolojik islevlerini ve 6zelliklerini detayli
bir sekilde ortaya koymustur. Ayrica, SERPINE2, ADAM10 ve pluripotent KKH’leri
icin YWHAZ ve TRIM28 biyobelirteg¢ adaylar1 olarak belirlenmistir. Bu proteinlerin
sekretom kaynakli olmasi, cesitli viicut sivilarindan tespit edilebilme olasiligini
artirmaktadir. Gelistirilecek potansiyel tani protokolleri sayesinde bu proteinlerin

viicut sivilarinda tespiti, hastaligin agresifligi, seyri ve metastaz potansiyeli hakkinda
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Oonemli bilgiler saglayabilir. Bu durumu desteklemek icin daha fazla calisma

yapilmasi gerekmektedir.

Tespit edilen bircok proteinin farkli germ tabakalarindan koken alan dokularda
benzer Ozellikler sergilemesi, pluripotent KKH hipotezini desteklemektedir. Bu
bulgular, bu tiir calismalarin 6nemini bir kez daha vurgulamaktadir. Daha ayrintili ve
genis capli arastirmalar, kanserin biyolojik mekanizmalarinin yani sira metastaz
siireclerini daha iyi anlamaya olanak saglayabilir. Bu durum, gelecekte kansere karsi

etkili tedavi stratejilerinin ve biyobelirteglerin gelistirilmesine katkida bulunabilir

Bu caligmanin tek bir hiicre hatti tizerinde gergeklestirilmis olmasi, aragtirmanin
kisitlayict yonlerinden biridir. Ancak, farkli kanser kok hiicre popiilasyonlarinin
varliginin ve islev farkliliklarinin belirlenmesi, sekretom proteinlerinin detayli bir
sekilde incelenmesiyle elde edilen veriler, bu tiir calismalarin potansiyelini agikca
ortaya koymaktadir. Bu ¢alisma, gelecekte yapilacak arastirmalar igin bir temel
olusturarak, daha fazla hiicre popiilasyonunun kullanilmasini ve bu popiilasyonlarin
hastalardan alinan ¢esitli kanser 6rneklerine uygulanmasini miimkiin kilabilir. Bu
yaklagim, kanser tiirlerini daha iyi anlamak, daha etkili tedavi yontemleri gelistirmek

ve kullanilabilir biyobelirteglerin tespitinde 6nemli bir katki saglayacaktir.
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EKLER

EK 1. Deney Gruplarinin 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, HSPAS, 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, HAC3, H4C4, HACS,
H4C6, H4C8, H4C9, YWHAG, MUCS5AC, CAST, C1S, HDGF, CXCLS5, 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, PGAML1, B2M, PDLIM1, VCL, HNRNPAB,
SRSF3, YBX1, SRSF1, KRT7, VIM, AKR1C1, HNRNPDL, SNRPD2, MARCKS,
PSMA1, RPLP2, SMOC1, PRSS23, KHSRP, TFPI, TUBB, NAMPT, AGRZ2,
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,
TCEAL1, PLEC, TIMP1, DKK1, EIF4H, SRSF7, APP, ACTG1, HSPA5, SF3B2,
GSN, NUMA1, SLC12A2, CCT2, EIF1, EIF5A, RPL10A, RPS6, EIF4B, CFL2,
EEF1D, YWHAB, NONO, ILF3, ERP29, LAMAS, AHNAK2, HNRNPH3, RPL24,
RPS3A, NTS, CNDP2, RPL12, ADAM10, RRBP1, TBCB, APEX1, SRSF10, ALB,
MATRS, EEF1A2, STC1, DYNLRB2, MUCSB, AIFM1, THSD4, BTF3, HMGB3,
JPT2, HNRNPH1, TP5313, ST13, BOLA2B, RNASE4, HSPH1, RBM3, RPS2,
RPS19, TPM3, PCSK1N, SNRPD3, TXNDC5, ARPCS5, KRT19, PAPPA, EEF1G,
PFDNZ2, SFN, RPS10, AHNAK, H2BC11, PCNP, PA2G4, EIF3G, PDAP1, GCNT3,
H1-2, PCSK9, HSP90B1, TAX1BP3, PFDNS5, GOT2, TFG, CTSB, NMEL1, G6PD,
FUBP1, UGDH, H3-3B, ENSA, G3BP1, HLA-A, HSPA9, UBQLN4, RPLS,
SRXN1, CYCS, CTTN, YBX3, ADM, CSTB, UBE2V?2, RPL30, RPL4, IGFBPZ2,
PARP1, YWHAH

CD133 Grubu Proteinleri:

CHGB, FN1, ALDOA, CST3, FGB, CLU, CFH, CST1, HNRNPA2B1, GOLM1,
NUCBL1, PGK1, H2BC15, ENO1, TKT, MUC5AC, ACTB, PFN1, ALDH1A1,
FCGBP, GAPDH, CFL1, CTSL, RNASE4, GPI, BASP1, HNRNPA1, IGFBP4



EEF1A1, PKM, PPIA, GRN, AKR1C3, AGR2, NME1-NME2, HSPAS, FLNA,
SPP1, RPS28, H1-4, DAG1, SRSF1, HINT1, C1S, HSPB1, PPIB, ANG, TAGLNZ,
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,
PARKY, RPS12, CLTA, HMGB1, SUMF2, SERPINEZ2, JPT1, HNRNPC, HSPAS5,
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, H4ACS5, H4C6, H4AC8, H4C9, THSD4, HBAL, HBAZ,
LMNA, ACTG1, RBM3, NCL, SLC12A2, PCSK1N, SCG2, HSPD1, FGG,
RPL10A, RPLP2, SRSF2, CFD, RARRES], C1R, C3, YBX1, YWHAG, CDH]1,
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, SUBI,
PRDXS5, DSG2, TF, PLINS, VCL, PARP1, ILF3, YWHAQ, TUBA1A, LAMC1,
TGFB1, HLA-A, INSL4, SRSF10, TXNDC5, KRT7, NQO1, BCAM, SF3B2,
EIF4H, LTBP3, BTF3, IGFBP6, H3C13, H3C14, H3C15, SNRPD2, BAGALT]1,
CFL2, H1-2, H2BC12, HSPA1B, TMPO, DYNLRB2, YWHAH, H2BC9, MAP1B,
PCBP1, SDF4, CSF1, TIMP2, CDH2, CACYBP, ALYREF, PIN4, C5, SEMASB,
CRIP1, SERBP1, MYH9, PNPO, TXNRD1, MAP4, SRP9, RPL6, VCP, DNASE?,
HLA-B, RPS3A, COX6B1, APLP1, ST13, LTBP1, EDN1, IGFBP1, EIF5A,
TCEA1L, LYZ, YWHAB, LMANZ2, CSRP1, HNRNPDL, SLC39A10

CD326 Grubu Proteinleri:

ENO1, ALDOA, HNRNPA2B1, ALDH1A1, KRT8, ACTB, HNRNPA1, KRT18,
EEF1A1, GAPDH, CLU, CFL1, TPI1, PGK1, PPIA, H2BC15, HSPAS, HNRNPC,
HNRNPM, PFN1, HSPE1, TMSB10, BASP1, CST3, AKR1C3, TKT, LMNA,
FLNA, TMSB4X, GPI, RPS28, HDGF, RPS21, NME1-NME2, YWHAZ, TUBB,
PKM, STIP1, HNRNPAS, 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, PSMAL, GSR,
GOLM1, ALDH3A1, PPIB, SFPQ, UCHL1, G6PD, PGAM1, MDH2, HSPD1,
RBMX, YWHAB, HINT1, TAGLNZ2, TBCA, TGFBI, EZR, HMGB1, HBAI,
HBA2, CPLX2, IGFBP4, SERPINEZ2, SPP1, HSPA1B, TIMP2, TMPO, CACYBP,
SNRPD2, EEF2, VCL, AGR2, COL5A2, LASP1, KRT7, PDIA3, PRDX6, STMN1,
PABPC1, TAF15, MAP4, PARKY, ALYREF, YWHAQ, CTSL, SERBP1, SRSF7,
ACTG1, DDX21, RPS12, BLVRB, EIF5A, SERPINH1, VCP, PRSS23, FGA, ALB,
SRSF2, EIF4B, CBR1, FKBP3, TCEAL, LRRFIP1, HNRNPDL, HNRNPH3,
PARP1, TSKU, ERP29, LDHB, EEF1D, PDCD5, CHGB, TUBB4B, MSN,



ADAMY, MIF, MATRS, CFL2, YWHAG, CRIP1, H1-4, FUS, HMGAl, MMP7,
NRCAM, CAST, SF3B2, SMOC1, TGFB2, ILF3, CALD1, SQSTM1, TP53I3,
RPL4, RPL24, SRSF10, EIF4H, H4C1, H4C14, H4C15, H4C16, HAC3, H4C5,
SLC9A3R1, SRSF3, HNRNPU, TRIM28, GRN, TFPI, SCG2, SMAP, HNRNPK,
PA2G4, HNRNPL, RANBP1, DPY30, DAG1, APEX1, H2BC11, IGFBP2, SYTL4
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