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Tez Danigmani: Prof. Dr. Senay SANLIER

Agustos 2024, 169 sayfa

Hepatoseliiler karsinom (HCC), diinya ¢apinda en yaygin kanser tiirlerinden
olup, kansere bagli 6liimlerde dordiincii siradadir. HCC'un karmasik prognoza sahip
olmasi ve 6lim oranin yiiksek olmasi, biiyiikk 6l¢lide gec tani egiliminden veya
tedavinin ¢ok yonlii ve karmagik yapisindan kaynaklanmaktadir. HCC’un erken
tanisinin yani sira tedavi yaklagimlarinin anlagilmasi ig¢in yeni biyobelirteglerin
bulunmasi, s6z konusu mekanizmalarin daha iyi anlasilmasi yeni ve daha etkili
terapotik ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesi i¢in 6nem teskil etmektedir.
Boylece kanserle ilgili kullanilan ila¢ etkin madde ile terapétik etkinliginin ya da
kanser-protein agindaki degisikliklere dayali tedavinin belirlenmesi i¢in genomik
analizlerin 6tesinde proteomik analizlere ihtiya¢ vardir. Bu tez ¢aligsmasi ile daha
once etkinligi kanitlanan doksorubisin yiiklii arabinogalaktan kapli manyetik
nanopartikiiler formiilasyonunun (DANP) karaciger kanser dokusu {iizerinden
farklanan protein ekspresyonunun karsilastirmali proteomik yaklagimlar ile
arastirilmasi amaclanmistir. HCC tedavi etkinligi kanitlanmis doksorubisin igeren
nanopartikiil ilag¢ tasiyict sistemin uygulama sonrasi kanser doku ve serbest
doksorubisin uygulamas1 ile proteomik profillerinin karsilagtirilmistir. Protein
yanitlarindaki degisimler jel bazli LC-MS ve soliisyon bazli LC-MS yaklasimlari

ile analiz edilmis ve komplementar veri elde edilmistir. Kantitatif proteomik veriler,
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Doksorubisin-tedavisi sonrast ve DANP-tedavisi sonrast dokuda hepatoseliiler
karsinomdaki heterojenligi vurgulamaktadir. Calisma sonucunda, soliisyon bazli
LC-MS yaklagimlar1 ile DANP ile tedavi sonrasinda kanser dokuya gore 22 adet
proteinin yukar1 seviyede eksprese oldugu ve 12 adet proteinin ise asagi seviyede
eksprese oldugunu tespit edilmistir. Tez calismast HCC’un molekiiler diizeyde
timor biyolojisine dair bilgiler sunmakta ve onu hedef alan tedaviler i¢in fikir
vermektedir. Sonug¢ olarak tasarlanan DANP tasiyict sistemin doksorubisin
tedavisine gore avantaj saglama potansiyeli oldugu diistiniilmektedir. Ayrica bu
caligmada sunulan proteomik yaklagimlarin degerlendirilmesi, HCC’un molekiiler
diizeyde anlagilmasinda ve biyobelirte¢ niteliginde yeni tedavi hedeflerinin

gelistirilmesinde katki saglayacaktir.

Anahtar sozciikler: Proteomik, hepatoseliiler karsinom (HCC), 2D
elektroforez, kiitle spektrometresi, doksorubisin, manyetik ila¢ tasima sistemleri,

biyobelirteg
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE EFFECTS OF DOXORUBICIN
LOADED NANOPARTICLES ON LIVER CANCER BY
PROTEOMIC STUDIES

OZMEN, Giilge
PhD in Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Senay SANLIER

August 2024, 169 pages

Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most common cancers
worldwide and ranks fourth in cancer-related deaths. The complex prognosis and
high mortality rate of HCC is maximazed due to the tendency for late diagnosis or
the multifaceted, and complex nature of treatment. The discovery of new
biomarkers for the early diagnosis of HCC as well as the understanding of treatment
approaches, and a better understanding of these mechanisms are important for the
development of new and more effective therapeutics in addition to treatment
methods. Thus, proteomic analyses are needed beyond genomic analyses to
determine the therapeutic efficacy of the active ingredients of drugs used in cancer
or treatment based on changes in the cancer-protein network. In this thesis, we
aimed to investigate the differential protein expression of the previously proven
doxorubicin-loaded arabinogalactan-coated magnetic nanoparticulate formulation
(DANP) on liver cancer tissue by comparative proteomics approaches. The
proteomic profiles of DANP treatment were compared with cancer tissue and
doxorubicin treatment. Differential protein responses were analysed by gel-based
LC-MS and solution-based LC-MS approaches and complementary data were
obtained. Quantitative proteomics data highlights the heterogeneity of HCC after

DANP and doxorubicin treatment. Our results can be concluded as 22 proteins were



upregulated and 12 proteins were downregulated after DANP treatment compared
to cancer tissue with solution-based LC-MS approaches. Our study provides
information about the tumour biology of HCC at molecular level and ideas for
targeted therapies. As a result, it is thought that the designed DANP carrier system
has potential to express an advantage over doxorubicin treatment. In addition, the
evaluation of the proteomic approaches presented in this study will contribute to
understanding of HCC at the molecular level and the development of new treatment

targets as biomarkers.

Keywords: Proteomics, hepatocellular carcinoma (HCC), 2D electrophoresis, mass

spectrometry, doxorubicin, magnetic drug delivery systems, biomarker
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DANP Doksorubisin Yiiklii Arabinogalaktan
Kapli Manyetik Nanopartikiil
2DG-750 Prob Floresans boya isaretli glukoz molekiilii
HCC Hepatoseliiler karsinom
NP Ilag tasiyict sistem nanopartikiil
ROS Reaktif oksijen tlirlerinin
MS Kiitle spektrometrisi
PTM Translasyon sonrast modifikasyonlar
2D SDS-PAGE Iki boyutlu sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi
IF Izoelektrik fokuslama
2D DIGE Iki boyutlu ayiric1 jel elektroforezi
TMT Tandem kiitle etiketleri
ESI Elektrosprey iyonizasyon
PBS Fizyolojik tamponlu ¢ozelti
APCI Atmosferik basingta kimyasal iyonizasyon

SEC Boyut dislama kromatografisi



XXV

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZIiNi (devam)

Kisaltmalar
RPLC

FT-ICR

TOF
m/z
LC/MS
nLC/MS

SELDI TOF-
MS

SRM
TIMS

MALDI-TOF

2D-DIGE
ICAT
iTRAQ

SILAC

Aciklamalar

Ters faz s1vi kromatografisi

Fourier dontistimii iyon siklotron rezonansi
Ucus siiresi

Kiitle-yiik oran

S1v1 kromatografisi kiitle spektrometresi
Etiketsiz s1v1 kromatografisi

kiitle spektrometresi

Yiizeyle gelistirilmis lazer desorpsiyon/
Iyonizasyon ugus siiresi kiitle spektrometresi
Secici reaksiyon izleme

Tuzaklanmis iyon hareketlilik spektrometresi
Matris destekli lazer desorpsiyon
iyonizasyon-ucus siiresi-ugus siiresi

Floresan ayirici iki boyutlu jel elektroforezi

Izotopla kodlanmis afinite isaretleme

Goreceli ve mutlak kantitatif izobarik isaretleme

Amino asitler tarafindan stabil izotop etiketleme



Kisaltmalar

Mr

NASH

1.V.

HPLC

XXVi

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZIiNi (devam)

Aciklamalar

Bagil molar kiitle
Nonalkolik steatohepatit
Intravendz/damarici

Yiiksek basingli s1vi kromatografisi



1. GIRIS

Kanser, viicuttaki bazi hiicrelerin anormal ve diizensiz biiyiiyerek ¢ogaldigi
ve gen mutasyonu veya ekspresyonundaki degisikliklerle metabolik yolaklarin
tekrardan programlandigi hiicre biliylimesi ve gelisimini saglayan kontrol
mekanizmalarinin bozuldugu bir hastaliktir. Kanserli hiicrelerin istemsiz hizla
boliinmesi sirasinda ihtiyag duyduklari glukoz ihtiyact normal hiicreye gore ¢ok
daha fazladir ve enerjiyi ¢ogu normal hiicreden farkli bir sekilde aerobik glikoliz,
oksidatif fosforilasyondan glikolize gecis ya da kombine metabolik yollarla iiretir
(Yang et al., 2024). Kanser hiicreleri, saglikli sekilde elde edemedigi enerjiyi
karsilamasi, kanser hiicresinin ¢ogalmasi ve hayatta kalmasi i¢in gereken oksidatif
stresi azaltmak amaciyla glukoz, glutamin ve lipit metabolizmalar1 iizerinden
yeniden programlanir. Metabolik yeniden programlamanin yanisira ¢esitli kanser
hiicreleri normal hiicrelerin aksine biliylime sinyallerin yoklugunda biiyiir ve
biliylime siipresorlerinden kagma egilimindedir (Navarro et al., 2022). Kanser
hiicrelerinde, programlanmis hiicre 6liimii veya apoptoz olarak bilinen siire¢lerin
inhibisyonu, yakindaki viicut bdlgesine yayilim, anjiyogenez indiiksiyonu ile kan
damarlar ile tiimorlere oksijen ve besin saglamasi ve atik tirlinleri tiimdrlerden
uzaklastirmasi, bagisiklik hiicrelerini manupiile ederek kanser hiicrelerinin hayatta
kalmasi, kromozom pargalarinin kopyalanmasi ve silinmesi gibi 6zelliklerin birkag1
veya tlimii bulunmaktadir (Chaudhry et al., 2022; Ada vd., 2021).

Yeni biyokimyasal ve molekiiler biyoloji tekniklerinin yardimiyla, kanser
hiicresi metabolizmasi, timoér olusumunun ¢esitli asamalarinda tiimérle iliskili
metabolik degisikliklerin mekanizmalar1 ve fonksiyonel sonuglarina iliskin
bilgilerin elde edilmesi ile son on yilda kanser metabolizmasina iliskin ¢esitli veriler
elde edilmistir (Yang et al., 2024). Ozellikle, tiimor olusumuyla iliskili metabolik
yolaklardaki degisiklikler, gerekli besin maddelerini elde etme yetenegini artirarak
metabolit akisini etkilemesi, besinlerin hiicresel tiimor olusumuna katkida bulunan
metabolik yollara tercihli olarak atanma seklini sekillendirmesi, kanser hiicrelerinin
farklilagmasi gibi hiicre-metabolit etkilesiminin tiim agsamalarini kapsamaktadir. Bu
yizdendir ki; Warburg etkisi ve kanser hiicrelerindeki sézkonusu metabolik
degisiklikler kanser dokunun yapisini etkilemektedir (Wang et al., 2023).

Hepatoseliiler karsinom (HCC), diinya ¢apinda altinc1 en yaygin kanser tiirii

olup, tiim primer karaciger kanserlerinin %75-85'ini olusturur ve kansere bagh



oliimlerde dordiincii siradadir (Bray et al., 2018; Villanueva et al., 2019; Ogunwobi
et al., 2019; Craig et al., 2020). Hepatokarsinogenezde telomer onarimi, Wnt/j-
katenin, P53/hiicre dongiisii diizenlemesi, oksidatif stres, epigenetik degistiriciler,
AKT/mTOR ve MAP kinaz gibi ¢esitli sinyal yollarindan gelen genlerin HCC'da
siklikla mutasyona ugramasi gibi nedenlerle HCC patogenezinin molekiiler
mekanizmasi hala tam olarak anlagilamamistir (Rebouissou et al., 2020). Genelde,
kanser olusum mekanizmasinda gorev alan bazi reaksiyonlarin inhibisyonu ya da
hedef protein iizerinden reaksiyonlarin degistirilmesi prensibi ile ilag tasarim ve
tedavi yaklasimlar1 olusturulmakta ve arastirilmaktadir. Ornegin glikolizin
dogrudan inhibisyonu kanser i¢in potansiyel bir strateji olarak kabul edilmistir.
Glikoliz metabolizmasinda sinyal yollaklarini1 inhibe eden 2-deoksi glikoz DG, 3-
bromopiruvat, lonidamin gibi molekiiller tedavi i¢in aday molekiiller olarak
se¢ilmistir. Amino asit metabolizmasinda; glutamin kullanimini arttiran fenilasetat,
yag metabolizmasinda ATP sitrat liyazi inhibe eden orlistat, yag asidi sentazi inhibe

eden C75 gibi molekiiller arastirilmistir (Tennant et al. 2010).

HCC tedavisi 6zelinde de bazi ilgili sinyal yollaklarinin degerlendirilmesi ve
biyobelirte¢ niteligindeki proteinlerin belirlenmesi ile; multikinaz inhibitérleri;
sorafenib, regorafenib, lenvatinib, cabozantinib, #VEGFR2 antagonisti
ramucirumab, immiin kontrol noktasi inhibitorleri; pembrolizumab, nivolumab,
atezolizumab ve bevacizumab, antrasiklinlerden Doksorubisin, Floksuridin,
Sisplatin, 5-florurasil gibi Food and Drug Admistration (FDA) onayl ilaglar veya
bunlarin kombinasyonlar1 kullanilmaktadir (Llovet vd, 2018; Bruix et al., 2017;
Kudo et al., 2017; Zhu et al., 2018; 2017; Abou-alfa et al., 2018). Ancak kanser
tedavisinde kullanilan bu ilaglar ile kimi zaman hedef ici, kimi zaman hedef dis1
toksisite gibi ¢esitli yan etkiler goriilmektedir. Bu tiir yan etkilerin hafifletilmesi
i¢cin bazen ek ilag¢ kullanimi istenir ki, bu da genellikle tedavide potansiyel etkinligi
azaltan dar bir terapdtik pencere sunar (Manzari et al., 2021). S6z konusu
geleneksel antitiimor ilaglari, zayif biyodagilim ve farmakokinetik gdstermesi,
zayif hedef se¢iciligi, yiiksek direng ve hedeflenmemis dokularda yiiksek toksisite
gibi dezavantajlara sahiptir (Basak et al., 2022). Hedeflenen bir ilag tagiyici sistem
tasarimindaki kilit konular, etken maddenin farmakokinetigi, biyodagilimi,
toksisite kontrolii (6zellikle doz siirlayici toksisiteleri) ve ilag direncidir (Manzari
et al., 2021). Bu yiizdendir ki, ilag tasiyici sistemlerinin gelisimi ile ilag¢ aktif
maddelerin farmakokinetik ve biyodagilim profilleri iyilestirilmis, sitotoksik
ajanlarin timor bolgelerinde segici olarak birikimi ve timdér bolgelerine ilag

dagitimi 6nemli Olgiide iyilestirilmistir (Alibolandi et al., 2015; Tuomela et al.,



2016; Dong et al., 2016; Williams et al., 2018). Ornegin; tedavi sirasinda
doksorubisin’in doksorubisinol metaboliti olusumu (Minotti et al., 2004) ve/veya
mitokondriyal bozulma) sonucu olusan doza bagl kardiyotoksisite gibi yan etkileri
oldugu belirlenmistir (Wallace, 2007). Doksorubisinin kardiyotoksisite sorunlarina
ek olarak doksorubisine diren¢ de kullanimini sinirlayan diger bir sorundur (Weiss,
1992).

Tim bu yan etkiler sonucu tedavi indeksinin kisitlanmasi, bu tarz etkin
maddeler icin farkli ilag tasiyict sistemlerin gelistirilmesine olanak saglamistir
(Yang et al., 2022). Ozellikle kanser ilaglarmm bu farmakolojik 6zelliklerini
modiile etmek icin hedefli ilag tedavisinde biyouyumlu nanopargaciklari1 kullanan
nano Olgekli partikiiller gelistirilmistir ve son yillarda kanser tedavisi igin
potansiyel bir yaklagim olarak kabul edilmektedir (Shao et al., 2019; Yao et al.,
2020; Gavas et al., 2021;).

Prof. Dr. Senay Sanlier’ in yiiriitiictiligiinde gerceklestirilen 119 S 496 nolu
TUBITAK projesinde ile fiziksel hedefleme ile tiimor dokuya ulasiminin saglandig
nanopartikiil sistem kullanilarak tasarlanan Doksorubisin Yiikli Arabinogalaktan
Kapli Manyetik Nanopartikiil (DANP) gelistirilmistir. Bu tez ¢calismasinda HCC

icin tedavi edici ajan olarak s6zkonusu formiilasyon olan DANP kullanilmistir.

Tani, hastalik evrelendirmesi, risk belirlenmesi ve hastalik prognozu
siiresinde tanimlanan biyobelirteglerin yaninda aym1 zamanda uygulanan tedavi
yaklasimlarinin degerlendirilmesi i¢in de biyobelirte¢lerden faydalanilmaktadir.
Yeni terapotik hedefler ve HCC’un ilag etkisiyle degisen proteomun incelenmesi
yeni biyobelirteclerin tanimlanmasinda 6nem teskil etmektedir. Bu yaklagimla;
HCC tedavisi stlirecinde uygulanan ilacin karaciger hiicrelerinde farkli molekiiler
imzalar sergilemesi ve HCC' un baglangici veya ilerlemesi agisindan izlenebilecek
tiimorle iliskili ve belirte¢ niteligindeki proteinlerin kanser dokusu iizerinde asagi
ya da yukan regiile olmasi muhtemeldir. Bu dogrultuda, bu tez kapsaminda
belirlenen deney gruplarindan (saglikli karaciger, kanserli karaciger, serbest
doksorubisin uygulanan karaciger, DANP uygulanan karaciger) elde edilecek
karaciger dokusu iizerinden yukar1 & asagi regiile protein profilini belirlemek ve
farklilasan proteinlerin tanimlanmasi amacglanmistir. Boylece tez calismasi ile; s6z
konusu ilag tasiyici sistemin (DANP) HCC dokuya goére protein regulasyonundaki
degisim ile tiimor dokusu iizerinde etkisinin aydinlatilmasi ve biyobelirteg

niteliginde proteinlerin tespiti hedeflenmistir. Boylece tez ile elde edilen veriler,



ilag tedavisinde ilagla hedeflenebilir aday proteinlerin tanimlanmasi ve ilgili

ilacin tedavi etkinligi hakkinda bilgi edinilmesine olanak saglamaktadir.

Tez kapsaminda; DANP formiilasyonun molekiiler diizeydeki etkisi asagidan
yukar1 proteomik yaklagimin iki farkli yontemi olan jel bazli ve soliisyon bazl
karsilagtirmali proteomik analizleri ile arastirilmistir (Bkz. Bolim 3: Gereg ve
Yontem). DANP formiilasyonunun HCC iizerindeki etkisinin incelenmesi ve bu
etkinin hangi protein ve metabolik siireclerden ileri geldigi saptanmis olup, elde
edilen veriler Bolim 4: Bulgular ve Bolim 5: Tartisma’ da ayrintilari ile

sunulmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kanser Metabolizmasi

Normal viicut hiicresinde glukoz yikimi glikoliz ve trikarboksilik asit ¢evrimi
asamalarmi icermektedir. Glikoliz tepkimelerinde glukoz piriivata cevrilir ve
olusan piriivat matrikste oksidatif dekarboksilasyon ile asetili CoA’ya
dontismektedir. Farkli metabolik reaksiyonlar sonucu olusan asetil CoA’nin
tamamen oksitlenmesi icin trikarboksilik asit dongiisiine girmesi ile karbondioksit,
su ve enerji agiga c¢ikmaktadir. Glukozun piriivata donlismesi asamasinda 2
ADP’den 2 ATP iiretimi reaksiyonlariin tiimiinii igeren glikoliz kanser hiicresinde
farkli sekilde programlanmistir. Kanser hiicrelerinin karbohidrat metabolizmasi
hiicre durumu ve dis etkenlere bagli olarak degisen ve birbirlerine gecis yapabilen
lic ana tiirii igerir: glikolitik metabolik tip, oksidatif fosforilasyon metabolik tip ve
hibrit metabolik tip (Yang et al., 2024) (Sekil 2.1).

Kanser Hiicresi

[ N\

Glikolitik Metabolik Tip Qksidatif Fosforilasyon Metabolik Tip Hibrit Metabolik Tip
Yiiksek glukoz/diisiik O; tiketimi  Yiksek O, tiiketimi Yiiksek glikoliz/Oksidatif
Yiiksek laktat dretimi Diigiik laktat tretimi fosforilasyon
Yitksek proliferasyon Diisiik proliferasyon Yiiksek metastatik kabiliyet
Diigiik mitokondriyal fonksiyon Yiiksek mitokondriyal fonksiyon Yiiksek uyum kapasitesi

Sekil 2.1. Kanser hiicrelerinde metabolik modeller (Yang et al., 2024°den
uyarlanmistir.)

Aerobik glikoliz, kanser hiicrelerinin ¢ok fazla oksijen tiiketmeden kolayca
caligmasina olanak tanir ve ayni zamanda tiimor biiylimesine ve metastazina da
yardimci olur. Kanser hiicreleri glikozu tiimdr mikroortamindan alir ve hiicrelerin
disina atilan laktat iiretir (Feng et al., 2020) Glikolitik metabolik diizendeki kanser
hiicreleri, enerji ve sentez taleplerini karsilamak i¢in yiiksek diizeyde glukoz alir ve
yiikksek diizeyde laktat iiretir (Yang et al.,, 2024). Bunu farkli sekilde glukoz
tagtyicilarinin (GLUT1, GLUT3 ve GLUT4) aktivasyonlariyla ve/veya glikolizde

hiz kisitlayict allosterik enzimlerin kontrolii kaybetmesi ile gergeklestirir. DNA



onarimi ve hiicresel metabolizmayi diizenleyen, tiimor baskilayici gen olan p53’iin
glukoz tasiyicilar1 inhibe etmesi durdugunda glukoz tasiyicilarin aktivasyonu
gerceklesir (Zhang et al., 2010). Glikolizde hiz kisitlayici enzimlerden Hekzokinaz-
2 (HK2), fosfofruktokinaz-1 (PFKI1), fosfofruktokinaz-2 (PFK2), piruvat kinaz,
laktat dehidrogenaz (LDH) enzimlerinin tiimor hiicrelerinin  glikolitik

mekanizmasinin yeniden programlanmasinda gorev alir.

Hekzokinaz-2 glukozdan glukoz-6-fosfat olusumunu katalizler. HK2’nin
artis1 glikolizisi arttirir ve dig mitokondrial membrandaki voltaj bagimli anyon
kanallar1 ile mitokondriden sitokrom ¢ salinmasini engelleyerek apoptozun inhibe
edilmesine neden olmaktadir. PFK1 Fruktoz-6-fosfatin, fruktoz-1,6-fosfata
doniisiimiinii katalizler. PFK1 aktivitesi, PFK2 tarafindan diizenlenen fruktoz-2,6-
bifosfat tarafindan arttirilmaktadir. Fosfofruktokinaz 2, FBPaz ile birlikte 6-
Fosfofrukto-2-kinazin tiimorlerde asir1 eksprese olmasi ve kinaz aktivitesindeki
artis ile tiimorlerde glikolitik aktivitenin artisini saglar, metastaz gelisir (Ros et al.,
2013).

Kanser dokularda baskin pirtivat kinazin M2 izoformunun diistik aktivitesi
nedeniyle piruvat-asetil-CoA doniisiimiinde azalma olur. Béylece piruvatin pentoz
fosfat yolu (TCA) girisi engellendiginden sonucunda laktat olusumu artar. Piriivatin
geri doniisiimlii olarak laktata doniisiimiinii katalizleyen LDH enziminin LDH-A
izoformunun kanserlerde asir1 ekspresyonu ile hiicre proliferasyonu gercekleserek,

diisiik oksijen durumunda da tiimoriin devamliligini saglar (Granchi et al., 2014).

Yeterince oksijen bulamayan kanser hiicrelerinin mitokondri fonksiyonlari
bozularak, hipoksi ile indiiklenebilir faktor 1-alfa (HIF-1a) HIF1o’nin LDH enzim
hizin1 diizenlemesi ile mitokondri fonsiyonlar1 baskilanabilir ve kanser hiicresinden
tiiretilen laktat, HIF-1a sinyal yoluyla vaskiiler endotelyal biiylime faktoriiniin
(VEGF) ve arginaz 1’in ekspresyonunu indiikleyebilir. Bu durum, tiimérle iligkili
makrofajlarn  (TAM) M2 fenotipine dogru polarizasyonunu tesvik ederek

TAM'larin timdr biiylimesini tesvik eder (Zhang et al. 2022).

Oksidatif fosforilasyon metabolik siirecinde kanser hiicreleri, yiiksek
mitokondriyal fonksiyon ile daha fazla oksijen tiiketir. Kanser hiicrelerinin
metabolik hizi, kanser kok hiicreleri (CSC’ler) gibi normal dokularinkine esit veya
bundan diisiik oldugunda, kanser hiicrelerinin oksidatif fosforilasyon yoluna

gectigine yaygin olarak inanilmaktadir (Kuntz et al., 2017). Bu yolun avantaji, asir1



cogalma gerektirmeyen kanser hiicrelerine daha fazla enerji saglayabilmesi ve

besinlerin daha verimli bir sekilde yakilmasina olanak saglamasidir.

Kombine hibrit metabolik yolda metabolik diizendeki kanser hiicreleri esnek
sekilde yiiksek glikoliz ve mitokondriyal metabolizma 6zelliklerine sahiptir. Benzer
sekilde, baz1 kanser hiicreleri, genellikle iki yol arasinda bir gecis durumu olarak
kabul edilen hibrit bir durumdadir. Genel olarak kanser kok hiicrelerinin gegis
sirasinda hem glikolize hem de oksidatif fosforilasyona dayandigi bu hibrit duruma
maruz kalabilir ve ters Warburg etkisi yoluyla, hareketsiz ve ¢ogalan CSCl'ler,
kanserle iligkili stromal hiicrelerden gelen katabolitleri kullanabilirler (De

Francesco et al., 2018).

TCA, kanser hiicrelerini oksidatif stresten korumak i¢in kritik 6neme sahiptir.
Glikolizdeki degisimin yani sira TCA da kanser hiicrelerinde degiskenlik gdsterir;
oksidatif ve oksidatif olmayan iki farkli fazda TCA baglayabilir. Oksidatif fazda,
Glukoz-6-fosfat (G6P)’dan, ribuloz-5-fosfat (R5P) ile NADPH firetilir; oksidatif
olmayan fazda sadece R5P'yi iiretir. NADPH, glutatyonun (GSH) iiretimi ve yag
asidi sentezi i¢in gereklidir. TCA donglisiinde yer alan c¢esitli enzimler ve
metabolitler bozularak anormal metabolizmaya yol acgabilir. Bunun bir 6rnegi, bazi
kanserlerde siiksinat dehidrojenazin (SDH) asag1 regiilasyonu veya kaybidir. SDH,
TCA dongiistinde stiksinati fumarata doniistiiren anahtar bir enzimdir ve kayba,
dongii boyunca metabolitlerin normal akisini bozar (Moreno et al., 2020). Sitrat ve
fumarat gibi ara metabolitlerin birikmesi, izositrat dehidrojenaz (IDH) veya fumarat
hidrataz (FH) gibi TCA dongisiinii diizenleyen enzimlerdeki genetik veya
epigenetik degisikliklerden kaynaklanabilir. FH aktivitesinin kaybi, fumarat
birikimine yol agar ve hiicresel metabolizmay1 ve enerji iiretimini etkileyerek
potansiyel olarak kanser hiicresi biiyiimesini ve hayatta kalmasin1 tesvik eder (Choi
etal., 2021).

Glutamin metabolizmasi, TCA dongiisli i¢in Oonemli bir hiicresel karbon
kaynagidir niikleotid, amino asit ve lipit biyosentezi i¢in bir nitrojen dondriidiir ve
ayni zamanda NADPH seviyelerinin korunmasi i¢in de kritik 6neme sahiptir.
Niikleik asit sentezinde nitrojen tasiyicisi, aminoasit transportu regiilasyonu
(azotun organlar arasinda tasinmasi), glukoneogenez ve protein sentezinde
diizenleyici olarak gorev alan glutamin prolife olan hiicrelerde ATP {iterimine ek
olarak sitrat olusumu ile de novo lipogenezisi de destekler. Cogalan kanser hiicreleri
aerobik glikoliz sergiler, bu da glukoz karbonunun TCA dongiisiinden



uzaklagsmasina yol acar, bu da artan NADPH ve amonyak iiretimi ile hizli hiicre
bliylimesini desteklemek i¢in anabolik siirecleri beslemek icin glutamin
kullaniminin ~ artmasina neden olur. Kanser hiicrelerinde amino asit
metabolizmasindaki degisiklikler, onlarin metabolik yeniden yapilanmasina
katkida bulunur ve yiiksek proliferatif ve istilact davramislar i¢in gerekli yapi
taglarin1 ve enerjiyi saglar. Bu metabolik degisiklikler, kanser hiicrelerini 6ldiirmek
veya bliylimelerini secgici olarak engellemek i¢in glutamin metabolizmasini hedef
alan inhibitorlerin veya amino asit tasiyicilarinin kullanilmasi gibi terapotik
miidahaleler i¢in hedeflenebilir (Peng et al., 2020). Glutamin yanisira serin ve
glisin, hiicreler i¢in kritik olan ve niikleotid sentezini, protein sentezini ve redoks
dengesini destekleyen iki aminoasittir (Sun et al., 2023). Triptofan, kinurenin yolu
da dahil olmak {izere farkli yollardan metabolize edilebilen baska bir esansiyel
amino asittir (Bender et al., 2023). Kanser hiicrelerinde triptofan metabolizmasi
degisebilir, bu da immiinosupresyon ve immiin kagista rol oynayan metabolitlerin
iiretiminin artmasina yol acabilir. Kanser hiicreleri, hizli gogalmalarimi desteklemek
icin dall1 zincirli aminoasitlerin alimin1 artirabilir. Ozellikle 18sin, hiicre biiyiimesi
ve protein sentezinde rol oynayan rapamisin (mTOR) yolunun memeli hedefini
aktive edebilir (Guri vd, 2017).

Yiiksek proliferatif kanser hiicreleri ayn1 zamanda enerji, membran sentezi ve
lipit sinyali saglamak i¢in yiiksek bir lipit icerigine (yag asitleri ve kolesterol) sahip
olma egilimindedir. Kanser hiicreleri lipogenezi arttirir ve hayatta kalmak i¢in daha
fazla lipit modifikasyonuna ihtiya¢ duyar. Onemli bir modifikasyon, lipitlerin
biyosentezinde kritik bir rol oynayan yag asidinin zincirine ¢ift baglarin
eklenmesiyle ilgili Onemli bir silire¢ olan lipit desatiirasyonudur. Lipid
desatiirasyonu, hiicre zarmin akiskanligimi ve esnekligini arttirir, zarin yeniden
sekillenmesini ve zarla iligkili proteinlerin ve lipitlerin transferini kolaylagtirir,
boylece ortama uyumu, gogii, istilay1r ve hayatta kalmay tesvik eder (Corn et al.,
2020). Lipid desatiirasyonu siirecinde dnemli bir desatiiraz, stearoil-CoA desatiiraz
I'dir. Lipid metabolizmasi, 6zellikle kolesterol metabolizmasi, kanserde lipit
sinyallemesinin yani sira membran sentezinde de kritik bir rol oynar. Diger bir
modifikasyon ise yag asidi sentazidir, hipoksik stres altinda AKT ve HIF-1
araciligiyla indiiklenebilir ve tiimor mikrogevresinde adaptasyonlara izin verir
(Menendez et al., 2022). Yag asidi sentezinin yeniden programlamasina iliskin
celigkili kanitlar vardir; bazilar1 artan endojen yag asidi sentezinin, kanserin
ilerlemesini ve timdr olusumu icin bir yol oldugunu belirtirken (Tan et al., 2022)

diger taraftan tersini ifade eden caligmalar da mevcuttur (Hopperton et al., 2014).



Timorilin progresinde, yag asidi membran biyogenezi, hiicre proliferasyonu ve
farklilasinda rol oynayan kolesterol ile ilgili enzimlerin asir1 eksprese oldugunu
bildirmistir (Yang et al., 2020).

2.1.1 Hepatoseliiler karsinom ve iliskili sinyal yolaklar:

HCC'da 6liim oranin yiiksek olmasi, biiyiik dl¢lide ge¢ tan1 egiliminden ve
tedavinin ¢ok yonlii ve karmasik yapisindan kaynaklanmaktadir (Ladju et al.,
2022). Hepatit B (HBV) ve /veya hepatit C (HCV) virus enfeksiyonu, alkolik siroz,
nonalkolik steatohepatit (NASH) HCC’un baslica nedeni olup, hastalik i¢in bilinen
diger risk faktorleri agir alkol tiiketimi, aflatoksin maruziyeti, obezite, tip 2 diyabet
ve tiitiin kullanimidir (Sung et al., 2021; Villanueva et al., 2017). Toplam HCC
vakalarinin %54't HBV ve %31'i HCV kokenli olup, %15'1 diger nedenlerle
iligkilidir (Hiotis et al., 2012).

HCC’un diger kanser tiirlerinde oldugu gibi olusumu ve ilerlemesinde rol
oynayan ¢esitli biyolojik mekanizmalar mevcuttur. Bunlar epitelyalden
mezenkimal gecis, tiimor-stromal etkilesimler, tiimor mikrogevresi, kanser kok
hiicreleri ve mikroRNA'larin ve bazi sinyal yolaklarinin diizensizligidir (Llovet et
al., 2018). HCC'da biiytime faktorleri EGF ve iliskili reseptorlerde diizensizlik
ve/veya siklikla asir1 ekspresyon tanimlanmistir (Daveau et al., 2003). HCC'da viral
enfeksiyon sonrasi, oksidatif stres ya da ilgili sinyal yolaklarindaki siklikla asirt
ekspresyon gosteren baslica biiyiime faktorii reseptorii Sekil 2.2°de gosterilmistir
(Omar et al., 2023). Bu mekanizmalarin arastirilmasi yeni ve daha etkili terapotik

ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesi i¢in 6nem teskil etmektedir.
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Sekil 2.2. HCC'da baslica biiyiime faktorii reseptdrii ve sinyal yolaklar1 (Omar
et al., 2023)

Alkol dis1 yagh karaciger hastalifi (NAFLD)nin ilk evresinde insiilin
direncinin indiiklenmesi ve asir1 lipit birikimi ile transkripsiyon faktorii; SREBP-
Ic ve PPAR-alfa, lipogenezin anahtar enzimlerini aktive eder ve karacigerde serbest
yag asidi sentezini arttirir. Ikinci asamada, yag asitlerinin mitokondriyal beta-
oksidasyonu ve endoplamik retikulum stresi yoluyla oksidasyon stresi nedeniyle
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimi artar ve bu da lipid peroksidasyonuna yol
acar. Lipid peroksidasyonu sitokinlerin (Fas ligandi, TNF-alfa, IL-8 ve TGF)
iiretimine neden olarak hiicre 6liimiinii, inflamasyonu ve fibrozisi tesvik edebilir.
Endoplamik retikulum stresi, TNF-alfa ve FAA'lar tarafindan indiiklenen JNK'nin
aktivasyonu sitokin iiretimini ve HCC'nin baslatilmasin1 da tesvik eder. HCC’da
tekrarlayan mutasyona ugramis genlerin, telomer bakimi, TP53, hiicre dongiisii
diizenlemesi, Wnt/beta-katenin yolu (CTNNB1 ve AXIN1), fosfatidilinositol-3
kinaz (PI3K)/AKT/ rapamisin memeli hedefi (mTOR) dahil birgok temel
yolaklarinda bulundugu goriilmektedir (Sekil 2.3). Ayrica tam ekzom dizilimini
kullanan son ¢alismalar, kromatin yeniden yapilanmasinda (ARID1A ve ARID2)
ve oksidatif stres (NFE2L2) yollarinda yer alan yeni siiriicii genlerde tekrarlayan
mutasyonlar1 ortaya ¢ikarmistir (KEGG, 2024).
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Sekil 2.3. Hepatoseliiler karsinom (HCC) KEGG sinyal yolag:i (KEGG, 2024)

2.1.2 HCC ve biyobelirtecler

Biyobelirtegler, normal biyolojik siirecin, patolojik siirecin ve tedaviye
verilen farmakolojik yanitlarin degerlendirilmesinde objektif olarak o6lgiilen
anatomik, serolojik veya fizyolojik gostergelerdir. Biyobelirtegler ilaglarin,
biyolojik iirlinlerin ve bazi tibbi cihazlarin gelistirilmesi i¢in olduk¢a 6nemlidir.
Hastalik tanisi, hastalik evrelendirmesi, risk belirlenmesi, hastalik prognozu, tedavi
degerlendirmesi, tedavi izlemi, populasyon taramasi ic¢in kullanilmaktadir.
Biyobelirtegler klinikteki kullanim alanlarina gore; diagnostik (teshis), prognostik
(tedavi), prediktif (6ngoriicli) ve farmakodinamik olarak siniflandirilmaktadir
(Louie et al., 2021). Ayrica, BEST (Biomarkers, EndpointS, and other Tools)
Resource yedi biyobelirte¢ kategorisini tanimlar: 1) Duyarhilik/risk: Belirgin bir
hastaligr veya tibbi durumu olamayan kiside bir hastalik veya tibbi durumun
geligsme potansiyelini gdsteren bir biyobelirteclerdir. 2) Teshis: Bir hastaligin veya
ilgilenilen durumun varligimi tespit etmek veya dogrulamak veya bireyleri
tanimlamak icin kullamlan bir biyobelirteclerdir. 3) izleme: Bir hastaligin veya
tibbi durumun degerlendirilmesi veya tibbi iiriin, ¢evresel bir maddeye veya
etkisine maruz kalma kanitin1 belirlemek i¢in Olciilen biyobelirteglerdir. 4)
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Prognostik: Hastalarda ilgilenilen hastalik veya tibbi duruma gore klinik bir olayin,
hastaligin tekrarlamasinin veya ilerlemesinin olasiligini belirlemek i¢in kullanilan
bir biyobelirtegtir. 5) Ongoriicii: Tibbi bir iiriin ya da ¢evresel bir maddeye maruz
kalmanin olumlu veya olumsuz bir etkisine maruz kalma, biyobelirtece maruz
kalmayan muhtemel olan bireyleri tanimlamak icin kullanilan biyobelirteglerdir. 6)
Farmakodinamik/yanit: Bir tibbi {iriine veya c¢evresel bir ajana maruz kalmadan
once veya sonra Olcgiilen bir biyobelirtegtir. 7) Giivenlik: Bir tibbi iiriine veya
cevresel bir maddeye maruz kalmadan 6nce veya sonra Slgiilen olumsuz bir etki
olarak toksisitenin olasiligi, varlig1 veya kapsami i¢in kullanilan biyobelirtectir.
Farkl1 bir siniflandirma ile Tip 0 biyobelirtegler; bir hastaligin kilinik belirtilerini
yani dogal seyrinini ve zaman ig¢inde bilinen klinik gostergelerle korelasyonu
gosterirken, Tip I biyobelirtecler; Miidahale/Ilag aktivite belirtegleri olup terapétik
bir ilacin miidahale etkisini (HbA 1c vb.) belirtirken, Tip Il biyobelirtecler ise ikame
son nokta belirtegleri olup epidemiyolojik, patofizyolojik, terapotik veya diger
bilimsel kanitlara dayali klinik yarar/zarar tanimlayan belirtegler olarak kabul edilir
(Naylor, 2003). Belirteclerin belirlenmesi ve tanimlanmasi ig¢in genomik (DNA,
Tek Niikleotid Polimorfizmi), transkriptomik (RNA ekspresyon profilleri),
proteomik (protein profillerinin analizi) ve metabolomik (metabolit analizler)

yaklagimlardan faydalanilir.

HCC'un teshisi ve siirveyansi invazif (karaciger doku biyopsisi) ve noninvaz
(goriintiileme, kan testi, mikrobiota analizleri) degerlendirme ile yapilmaktadir.
HCC'de yaygin olarak kullanilan invaziv olmayan biyobelirtecler, viicut sivisi
orneklerinden (plazma, serum, idrar, feges) tespit edilen, Alfa-fetoprotein (AFP),
AFP-L3, des-y-karboksi protrombin (DCP) ve yakin zamanda belirlenen 5-
hidroksimetilsitozin’dir (Pan et al., 2020). Hastaligin teshisi ve prognozunda
kullanilabilen baslica invasiv biyobelirtecler; Golgi protein-73 (GP73), Glikan 3
(GPC-3), Alfa-l fukosidaz (AFU), ve Skuamoz hiicreli karsinom antijen (SCCA)
gibi protein yapisindaki molekiiller (Bruix et al., 2017; Omar et al., 2023) ile timor
hiicreleri, hiicresiz DNA biitiinliigii, somatik mutasyonlar, hiicresiz timér DNA
metilasyonu ve dolasimdaki RNA'lar, AFP mRNA, gamma glutamil transferaz
mRNA, toll like reseptor mRNA’lardir. Biyokimyasal yapisina gore invaziv HCC
biyobelirteg simiflandirmas1 Sekil 2.4°de verilmistir. Bu ydntemlerle HCC'yi
tanimlamak yetersiz kalirsa, karaciger Dbiyopsisi ile immunohistolojik

degerlendirme yapilmaktadir.
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Alfa Fetoprotein Des-y-karboksi protrombin Dickkopf-1

Alfa Fetoproteinl Gama-glutamil transferaz Golgiprotein 73

Alfa Fetoprotein2 Matriks metalloproteinaz Anneksin eposit biyume faktord

Alfa Fetoprotein3 Glutamin sentetaz Is1 50k proteinleri Vaskilerendotelyal biyume faktord

alfa-L-fukosidaz Epitelyal membran antijeni

Fibronektin

Sitokeratin
Glipikan-3
Lipokalin
Osteopontin

Alfa-1asit glikoprotein

Skuaméz hicreli karsinom ( SCCA ) antijeninin

Sekil 2.4. Biyokimyasal Yapisina Gére HCC Biyobelirte¢ Siniflandirmasi
(Omar M.A. et al., 2023)

HCC kanser tipinin dogas1 g6z 6niine alindiginda, hastaligin karmasiklig1 ve
risk faktorlerinin ¢esitliligi nedeniyle HCC hastalarinin tani i¢in tek ve evrensel bir
biyobelirte¢ tanimlamak zordur. Bilinen belirteglerin 6zgilliik ve duyarlilik
acisindan HCC i¢in tanisal performansta hala yetersiz oldugu goriilmektedir ve
ilgili belirteclere ait validasyon caligmalar1 halen devam etmektedir (Elmas et al.,
2022).2019’da Cai ve arkadaslari, dolasimdaki hiicresiz DNA'y1 kullanarak invazif
olmayan 5-hidroksimetilsitozin belirtecinin HCC tanis1 i¢in uygun bir berlirteg
oldugunu arastirmiglardir. Hatta HCC'un erken tespiti i¢in bazi belirteclerin diger
belirteclerle kiyaslamalarina iliskin caligmalar da mevcuttur. 2020°de Ali ve
arkadaslari, dolasimdaki golgi protein 73’tin HCC tanisinda AFP’e karsin daha
uygun bir berlirte¢ oldugunu arastirmislardir. Parikh ve arkadaslart (2020)
biyobelirteglerin tam bir biyobelirteg olarak tanimlanmasi i¢in duyarlilik ve
Ozgiinliik degerlerinin hesaplanmas1 ve validasyon c¢alismalarinin yapilmasi
gerektigini vurgulayarak, HCC erken tanisinda kullanilan AFP, DCP, MDK,
DKK1, AFU, GP-3, SCCA, Osteopontin biyobelirteglerini duyarlilik, kesinlik

degerleri ve biyobelirte¢ validasyonu faz ¢alismalarina gore sinflandirmiglardir.

2.1.3 HCC tedavisinde kullanilan ila¢ tasiyici sistemler ve
doksorubisin

[lag tastyici sistem nanopartikiilleri (NP'ler), 10-500 nm capinda, ilag etken
maddeleri ¢oziinme veya enkapsiilleme yoluyla i¢ine alan veya adsorpsiyon ya da
birlestirme yoluyla yiizeyinde tutan partikiillerdir (Manzari et al., 2021). Geleneksel

ilaglarla karsilagtirildiginda NP'ler normal dokularda tiimorlii bolgelere gore daha
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az ilag salintmi1 yaparken, tiimor bolgelerinde ilag salinimini artirip, ilag etkinligini
gliclendirmek ve ilag stabilitesini korumak i¢in tasarlanmistir (Almeida et al., 2017,
Usmani et al., 2018; Pan S. et al., 2018). NP’ler spesifik taniya, ila¢ dagitiminin
gercek zamanli izlenmesine ve daha az yan etki ile tedaviye olanak saglamstir.
1995 yilinda FDA, kemoterapotik bir ilag olan Doksorubisin i¢eren lipozomlardan
olusan ilk nanopartikiil ilag formiilasyonu Doksorubisinil'i onaylamistir. Bu ilag
formu; toksisiteyi azaltarak kemoterapdtiklerin farmakokinetik ve biyodagilim
ozelliklerinin  iyilestirilmesinin  Onemini  gdstermistir. Calismada  serbest
doksorubisin kardiyotoksisitesi kardiyomiyopati ile sonuglanirken, pasif olarak
hedeflenmis bir lipozomal formiilasyonun uygulanmasi toksisiteyi hafifleterek kalp
iizerindeki olumsuz etkileri Onlemistir (Gabizon et al., 2003). Bu kapsamda,
literatiirleri inceledigimizde doksorubisin i¢in eksozom aracili ila¢ dagitim
sistemleri (Yongle et al., 2018), altin nanopartikiil ile kaplama (Zhang et al., 2020),
kitosan ile modifiye edilmis nanoboyutlu peptit kullanimi (Wang et al., 2021),
manyetik poli(laktik-ko-glikolik asit) kullanim1 (Mosafer et al., 2017) gibi etkin bir
tedavi saglayabilecek ¢esitli ilag tasiyict sistemlerin tasarlandigi goriilmektedir.
HCC’da hedefe yonelik cesitli ilag tastyict sistemler ile tedaviler tasarlanmus,
Doksorubisin gibi etken madde yiiklii ¢esitli termal duyarli lipozom ve suda
¢Ozlinmeyen polimer gibi nanoyapilara ait faz ¢alismalar1 yapilmis olsa da (Yang
et al., 2022), HCC tiimoérlerinin ¢ogu klinik olarak tedavi edilebilir mutasyonlara
cevap vermemektedir. HCC tedavisinde ilag ya da ilag tasiyici sistem tasarimindaki

en biiyiik zorluk, sinirli mutasyonlara cevap verebilen ilaglarin tasarlanmasidir.

Kanser ilacinin ilag tasiyici sistemden salinim mekanizmalan fiziksel, aktif
ve pasif hedefleme olarak smiflandirilmaktadir. Fiziksel hedeflemede nano ilag
tagiyic1 sistemlerin dis etkenlerle belirli bir hedef bolgeye yonlendirilmesi
mimkiindiir. Fiziksel hedefleme i¢in radyasyon ve manyetik alanlar gibi harici
uyarimlar kullanilir. Harici miknatislar kullanilarak, bazi siiperparamanyetik demir
oksit nanopartikiiller fiziksel hedefleme icin ¢alistimistir. Ornegin; polietilen glikol
fosfolipidler ile modifiye edilmis Mn-Zn ferrit nanosistem sentezlenmis ve
uygulamanin belirli bir slire boyunca tiimor biliylimesini baskilayabildigi
bildirilmistir (Xie et al., 2014).

Aktif hedefleme de ise nano-sistem hedefi tanir, hedefe baglanir ve son
asamada kontrollii ila¢ salimi gercgeklestirilir, ilacin kanser hiicrelerinde,
intraselliiler organellerde veya spesifik molekiillerde birikimi saglanir. Yapilan

caligmalarda nanosistemlerin yiizeyine modifiye edilmis folik asit, transferrin,
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arginin-glisin-aspartat (RGD/integrin reseptorii), laktobiyonik asit
(akialoglikoprotein reseptorii) ve  aptamer ligandlar1 gibi molekiiller aktif

hedefleme ajanlar1 olarak kullanilmistir (Dutta et al., 2021).

Pasif hedeflemede ise artan gecirgenlik ve alikonma etkisi etkileri ile ilag
hedef hiicrelere tasiyabilir ve hiicre mikrogevresindeki degisiklikler (pH, redoks

veya enzimatik) yoluyla ilag¢ salinim1 gergeklesir (Tsujimoto et al., 2021).

Streptomyces peucetius’tan elde edilen antineoplastik antibiyotik olan
Doksorubisinin karaciger kanseri hiicreleri lizerindeki etki mekanizmalari; kanser
hiicresi tizerinde DNA'ya girmesi (interkalasyon) ile topoizomeraz-II aracili DNA
onarimini bozmasi ya da serbest radikallerin olusumu ile DNA, hiicresel yapilara

zarar vermesidir (Gewirtz, 1999) .

Bilinen etki mekanizmalari; Doksorubisin, DNA sarmalindaki baz ciftleri
arasina girerek DNA replikasyonunu 6nler ve sonugta protein sentezini inhibe eder.
Ek olarak doksorubisin, topoizomeraz II'yi inhibe eder; mekanizma su sekildedir:
DNA replikasyonu sirasinda artan ve stabilize edilmis boliinebilir enzim-DNA
baglantili kompleksle sonuglanir ve ardindan ¢ift sarmal kirilmasindan sonra
Doksorubisin ayrica kovalent topoizomeraz II kompleksi olusumu ile niikleotid
sarmalinin ligasyonunu onler. Boylece DNA replikasyonunda DNA iplikleri
ligasyonunun inhibisyonuna yol agar. Topoizomeraz II aracilt DNA hasarini hiicre
Oliimii takip eder. Tiimor baskilayici gen olan TP53'iin ayrica bu doksorubisin-

apoptoz yolunda rol oynadig1 gosterilmistir (Perego et al., 2001).

Doksorubisin ayni zamanda hiicre zar1 lipitlerinin lipid peroksidasyonuna
ikincil olarak sitotoksisiteye yol agan oksijensiz radikaller olusturur; doksorubisin,
bir doksorubisin-semikinon radikali olusturmak icin c¢esitli oksidorediiktazlar
(endotelyal nitrik oksit sentaz, NADH dehidrojenazlari, NAD(P)H dehidrojenaz,
ksantin oksidaz) tarafindan indirgenir. Kinon halkasi oksidasyona ugrayarak
hidrojen peroksit ve diger reaktif oksijen metabolitlerini iiretir. Doksorubisin-
semikinon radikalinin Doksorubisin’e yeniden oksidasyonu ile oksidatif strese
neden olan ROS ve hidrojen peroksit agiga c¢ikar (Minotti et al., 1998). ROS,
siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalazlar tarafindan devre disi
birakilabilir (Sekil 2.5) (Miyamoto et al., 2003; Thorn et al., 2011). Bazi
arastirmacilar  Doksorubisin  serbest radikal olusumunu sitotoksisiteyle

iliskilendirmistir; bu ¢alismalar Doksorubisin hiicresel direncini ROS’u devre dis1
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birakan enzimlerle iligkilendirir. Doksorubisinin, NF-kB'nin (NFKBI1, p50)
aktivasyonu yoluyla ROS ve hidrojen peroksit olusumu yoluyla tedavi edilen
endotelyal hiicrelerde ve miyositlerde apoptozu tesvik ettigi gosterilmistir. Ancak
NF-kB'nin aktivasyonu, doksorubisin ile tedavi edilen kanser hiicrelerinde
apoptotik hiicre 6liimiinii bloke etmistir (Wang et al., 2022). Bu da sitotoksisite ve
kardiyotoksisite i¢in olas1 farkli bir mekanizmaya isaret etmektedir. Gewirtz
(1999), serbest radikal olusumunun roliiniin Oncelikle sitotoksisiteyle degil

kardiyotoksisiteyle iliskili oldugunu ileri stirmiistiir.
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Kanser hiicresi

Sekil 2.5. Kanser hiicresinde doksorubisinin etkisine katilan aday genlerin

temsili semas1 (Thorn et al., 2011; Whirl-Carrillo et al., 2021).

2.2 Proteomik

Proteomik; belli bir zaman (farkli gelisim siirecleri, ¢cevresel etmenler, ¢esitli
hastaliklar, yaghlik gibi stiregler) ve yerde (farkli proteinlerin farkli hiicre
kompartmanlarinda hiicre, doku, viicut sivis1 ve farkli hiicre tiplerinde) bulunan
proteinlerin yapilarini, miktarlarini, doku ve hiicrelerdeki islevlerini, yerlesimlerini,
translasyon sonrasi modifikasyonlarint ve diger proteinlerle ya da makro
molekiillerle olan etkilesimini aciklar. Proteom deneyleri ve veri analizinin
birlesimi olarak proteomik, protein bilesimini, yapisini, ifadesini, modifikasyon
durumunu ve proteinler arasindaki etkilesimleri ve baglantilar1 genel diizeyde
kalitatif ve kantitatif verilerle analiz eder (Wilhelm et al., 2014). Proteomiks
sonuglar hem hiicre tizerindeki genetik etkiyi hem de hiicre ortamin etkisini ifade
eder. Proteomik tabanli profil olusturma, transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi

kontrol, translasyon sonrasi modifikasyonlar ve ekspresyon degisikliklerinin
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tanimlanmasma yardimci olur. Bu yiizden, genomik ve transkriptomige
tamamlayici bilgiler sunar. Ayni1 zamanda hiicre ¢ogalmasi, farklilagsmasi, yaslanma
ve apoptoz gibi temel yasam aktivitelerini dogrudan kontrol eden karmasik,
birbirine bagh yolaklarin ve molekiiler sistemlerin bir haritasini olusturmak i¢in de

gereklidir.

Genel ifade olarak proteomik yapisal proteomiks, fonksiyonel
(konvansiyonel) proteomiks ve ekspresyonel (kiyaslamali/karsilastirmalr)
proteomiks gibi ¢esitli yaklasimlar ile siniflandirilmaktadir (Al-Amrani et al.,
2021). Yapisal proteomikste proteinlerin {ic boyutlu yapisi, multi protein yapilari,
fonksiyonel (konvansiyonel) proteomikte; proteinlerin lokasyonu, protein-protein
veya protein-DNA/RNA etkilesimlerini etkilesimi, modifikasyonu ve proteinlerin
fonksiyonlari, ekspresyonel (kiyaslamali) proteomikste ise; proteinlerin ekspresyon
diizeyleri iki farkli durum arasindaki (saglikli / hasta, yasli / geng vb.) ekspresyonun
karsilastirilmas1  incelenir. Kanser gibi ¢esitli protein  ekspresyonunda
degisikliklerin etkin oldugu durumlarda hastaligin erken tan1 ve/veya tedavisinde
kullanilabilecek biyobelirteglerinin belirlenmesinde ekspresyonel (kiyaslamalr)

proteomiks yaklasimindan faydalanilir.

Kiitle spektrometrisinin (MS) bir dizi aymrma yoOntemiyle birlikte
kullanilmasi, proteomik i¢in ana temel metodolojidir. MS kullanarak proteinleri
tanimlamak ve karakterize etmek i¢in iki temel yaklasim kullanilmaktadir. Bunlar
peptidleri proteolitik parcalama yoluyla analiz eden “asagidan yukariya” ve intak

proteinleri analiz eden “yukaridan asagiya” yaklasimlardir.

Yukaridan asagiya proteomikte protein, hiicre veya doku lizatlarindan
ekstrakte edilir, jel veya genellikle sivi kromatografisi (LC) ile ayrilir ve post
translasyonel modifikasyon (PTM) ve sekans varyasyonlari dahil tiim
proteoformlarin tam bir goriiniimii i¢cin dogrudan MS ile analiz edilir. Daha sonra,
belirli bir proteoform, veri tabani arastirmasi yoluyla proteini tanimlamak ve
PTM'leri lokalize etmek i¢in kullanilabilecek sekans bilgisini elde etmek iizere
MS/MS tarafindan izole edilebilir ve parcalanabilir (Fornelli et al., 2018).

Asagidan yukariya proteomikte hiicrelerden veya dokulardan ekstrakte edilen
proteinler tripsin, endoproteinazlar Glu-C ve Lys-C vb. enzimler ile proteolitik
parcalamaya tabi tutulur ve elde edilen peptitler, LC kullanilarak ayrilir ve MS

tarafindan analiz edilir. Daha sonra, en bol peptitler parcalanir ve peptit sekansi
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bilgisi, numunede mevcut proteinleri tanimlamak ve bunlarin PTM'lerini
haritalamak i¢in kullanilir, ancak eksik sekans kapsami bu yontemle PTM analizini
engelleyebilir. Biiylik o6lgekli PTM ¢alismasina uygundur, ancak sinirlhi dizi
kapsami ile numune hazirlama, numunenin enzimatik pargalanmasi sirasinda peptit
kaybindan kaynaklanan PTM arasindaki baglanti kayb1 bu teknigi
sinirlandirmaktadir.

Protein tanimlamasinda yukaridan asagi proteomikte 6zellikle yiiksek sekans
benzerligine sahip protein izoformlariin tanimlanmasi yapilabilir ancak nispeten
daha diisiik verim saglayan proteinler i¢in daha gilivenilir protein tanimlamasi sunar.
Ayrica yukaridan asagiya MS i¢in protein ayirma stratejilerinin ve biyoinformatik
araclarinin az gelismis olmasi, geleneksel olarak bu yontemin verimini sinirlayarak
biiyiik 6l¢ekli protein tanimlamayi zorlagtirmistir (Gregorich et al., 2014). Asagidan
yukariya proteomik yaklasim ise protein tanimlamasinda mevcut olan daha iyi
biyoinformatik araclarla protein tanimlamaya yonelik daha saglam ve yiiksek
verimli analiz saglar (Zhang et al., 2013). Yukaridan asag1 proteomik yaklagimda
intak protein {lizerinden analiz yapilmasi nedeniyle enzimatik parcalama prosesi

uygulanmaz ancak nispeten daha pahali ve karmasik iyon analizi gergeklestirilir.

Asagidan yukariya proteomik yaklagim ile proteinlerin hem bagil hem de
mutlak niceliklendirilmesi i¢in ii¢ genel nicelik belirleme stratejisi gelistirilmistir;
kimyasal etiketleme, metabolik etiketleme veya etiketsiz 6l¢iim. Prototip kimyasal
etiketleme stratejisi izotop kodlu afinite etiketlerini (iCAT) igeren kimyasal
etiketleme stratejilerinde, farkli deneyleri temsil eden hiicre veya doku lizatlarindan
proteinleri etiketlemek i¢in “agir” veya “hafif” izotoplar igeren tiyol veya amin
reaktif etiketler kullanilir. MS modunda etiketli peptitler i¢in sinyal yogunluklarinin
dogrudan karsilastirilmasiyla géreceli nicelik elde edilir (Ong ve Mann, 2005).

MS/MS modunda niceliksel verilerin elde edildigi kimyasal etiketleme
stratejisinde goreceli ve mutlak kantitatif izobarik isaretleme (iTRAQ) ve tandem
kiitle etiketleri (TMT) icin izobarik etiketleri igeren izobarik kiitle etiketleme
stratejileri, etiketli peptidlerin pargalanmasinin ardindan salinan iyonlarin sinyal

yogunluklariin dogrudan karsilastirilmasina dayanir.

Hiicre kiiltliriindeki amino asitler tarafindan stabil izotop etiketleme (SILAC)
ile orneklendigi gibi metabolik etiketleme stratejisinde kimyasal etiketler yerine

agir ve hafif stabil izotoplarla etiketlenmis amino asitler (tipik olarak lizin veya
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arginin) kullanilir ve hiicresel proteinlerin etiketlenmesi, hiicrelerin etiketli amino
asitlerle desteklenmis ortamda Kkiiltiirlenmesiyle elde edilir. Protein tiirlerinin
goreceli Ol¢glimii her ne kadar metabolik olarak etiketlenmis numuneler saglam
hiicreler seviyesinde birlestirilebilse de, bu da bu stratejiyi kimyasal etiketleme
stratejilerine gére numune hazirlama sirasinda ortaya ¢ikan hatalara daha az egilimli
hale getirir ve metabolik etiketleme hiicre kiiltiirtiyle sinirhidir (Addona et al., 2011).

Etiketsiz ol¢iim iki ayr1 kategoriye ayrilabilir: MS analizinden once protein
Olctimii i¢in 2DGE kullanan stratejiler ve belirli bir protein i¢in elde edilen
parcalanma spektrumlarmin sayisimt (spektral sayim) veya onciil iyonlarin

yogunlugunu kullanan stratejiler (Langley et al., 2013).

Asagidan yukariya ve yukaridan asagiya yaklasimlart kullanarak
proteinlerin/peptitlerin hem goreceli hem de mutlak miktarinin belirlenmesi i¢in
cok sayida strateji mevcuttur. Calismamizda asagidan yukari proteomik yaklagimin

jel bazli ve soliisyon bazli iki farkli stratejisi uygulanmistir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Tez caligmasina ait uygulanan asagidan yukariya proteomik
yaklasimlarin sematik gosterimi

2.2.1 Proteomik yaklasimda kullamlan temel teknikler

Proteomik, genomik sonras1 donemde teknolojinin gelisimi ile ortaya ¢ikan

hesaplamali ve istatistiksel modellerle birlikte son on yilda biiyliik gelisim
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gostermigstir. Kiitle spektrometresinin kesfi ile baslayan siiregte yine kiitle
spektrometresi basta olmak iizere ; protein yolu dizisi, yeni nesil doku mikrodizileri,
tek hiicreli proteomik, tek molekiillii proteomik, Luminex, Simoa ve Olink
Proteomik dahil olmak iizere mevcut ve yeni ortaya ¢ikan hesaplama yontemlerini
ve istatistiksel algoritmalari i¢eren yiiksek verimli proteomik yaklasimlar literatiire
eklenmistir (Cui et al., 2022). Protein karakterizasyonu i¢in kullanilan giivenilir ve
dogrulanmis yoOntemler, protein biyobelirteglerini tanimlamanin anahtaridir.
Yaygin olarak kullanilan en temel ii¢ teknik kompleks protein veya peptit
numunelerinin ayrilmasi i¢in kullanilir: Iki Boyutlu Sodyum Dodesil Siilfat
Poliakrilamid Jel Elektroforezi (2D SDS-PAGE), Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi (HPLC), Kiitle Spektrometri (MS).

2.2.1.1 iki boyutlu sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (2D SDS-PAGE)

2D SDS-PAGE binlerce proteini ayni anda boyutlarina gére ayirma imkani
sunan ve yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Normalde, proteinler ¢ozelti
icindeyken, amino asit bilesimlerine bagl olarak net bir pozitif veya negatif yiik
tasirlar. Tek boyutlu ayirmada (1D elektroforez) Izoelektrik nokta (pl), bir proteinin
net yiikiiniin sifir oldugu pH seviyesini ifade eder. Bu 6zellik, numuneyi belirlenmis
bir pH gradyanindan (genellikle bir tiip veya serit jel i¢inde) 6rnegin IPG jellerden
gecirerek protein karigimini ayirmak i¢in kullanilabilir. Bir protein ilgili pI’sine
ulastiginda belirli bir pH noktasinda odaklanir ve bu islem izoelektrik fokuslama

(IEF) olarak adlandirilir. IEF sonunda tek boyutlu (1D) ayirim saglanmis olur.

1D elektroforez o6zellikle biyobelirtecleri kesfetmek ve gelistirmek igin
karmasik protein karisimlarmin derinlemesine analizi i¢in yeterli degildir. IEF,
SDS-PAGE ile birlestirmek, proteinleri sirasiyla ylik ve boyuta gdére ayirmayi
saglar. Bu iki boyutlu yontem; 2D SDS-PAGE, tek bir analitik ¢aligmada binlerce
proteini ¢dzme kabiliyeti nedeniyle uzun siiredir proteomikte kullanilan yontemdir.
Birinci boyutta IPG seritleri (izoeletrik gradient jel) lizerinde izoelektrik noktalarina
gore ayrigtirilan proteinler, SDS poliakrilamid jeline uygulanir ve birinci boyuta dik
bir yonde proteinler boyutuna (molekiil agirligl) gore ayrilir. Protein karigimi
numuneler, disiilfit baglarini par¢alamak i¢in bir denatiire edici ajan ve numunedeki
proteinlere tek tip bir net negatif yiik vermek i¢in bir deterjan SDS ile muamele
edilir. Ikinci boyut jelinin gdzenekleri, proteinleri boyutlarma gore elekten gegirir
clinkii SDS, tiim proteinleri esas olarak kiitleleriyle orantili olarak negatif bir ytikle

kaplar. Net etki, proteinlerin, hareketliligin logaritmik olarak kiitleyle iliskili
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oldugu, tekdiize bir negatif yiik-kiitle oranina sahip elipsoidler olarak go¢ etmesidir
(BIORAD, 2024).

Katlanmamis ve negatif yiiklii proteinlerin, uygulanan bir elektrik akimai ile
bir jel matrisinden (yani poliakrilamid) gecmesine izin verilir, bu da daha kii¢iik

proteinlerin daha az direng nedeniyle daha hizli gé¢ etmesine neden olur.

Elektroforezi takiben, ayrilan proteinler, jelin goriintiilenmesi igin Ozel
boyalar (Coomassie mavisi, Ruby vb.) ile boyanmasiyla gorsellestirilir ya da yeni
nesil boyasiz jeller ise gelistirilmis goriintiileme sistemlerinde boyanmadan
gorlntiilenebilir. Analiz amacina gore istenildiginde immiinoblotlama i¢in bir
membran iizerine elektroblotlanabilir veya MS gibi tekniklerle daha ileri analiz i¢in

kullanilabilir.

2D-PAGE yaygin olarak kullanilmasina ragmen, sinirlamalart vardir.
Ornegin, baz1 yiiksek asidik veya bazik proteinlerin ayrilmasi zordur ve diisiik
bolluktaki proteinler kolayca tespit edilemez. Daha ¢ok protein profili ¢ikarma,
diferansiyel goriintiileme (biyobelirteg kesfi), protein fonksiyonu (protein

posttranslasyonel modifikasyon) i¢in kullanilmaktadir.

2.2.1.2 Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

Proteomiks kapsaminda proteinler ve peptitler gibi kiiciik ve biiylik boyutlu
biyomolekiiller, boyut, sekil, yiik ve hidrofobik gruplara dayali olarak karmasik bir
karigimdan Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ile ayrilabilir. MS ile
kombine kullanim1 binlerce protein bilesiginin ayrilmasi,

saflagtirilmasi/tanimlanmasini saglar.

HPLC sistemi, sabit faz olarak adlandirilan, polar olmayan (hidrofobik)
genelde silika bazli tanecikler dolu bir kolondan, basing olusturan ve polar mobil
faz1 kolon boyunca hareket ettiren bir pompadan ve alikonma siiresini tespit eden
bir detektdrden olusur. Hareketli fazda ¢6ziinen 6rnek kolondan yiiksek basing
altinda gegirilerek, ayristirilir ve/veya saflastirilir. Ornek cinsi ve kolon cinsine gore
afinite kromatografisi, boyut dislama kromatografisi (SEC) ve ters faz sivi
kromatografisi (RPLC), iyon degistirme kromatografisi teknikleri uygulanabilir.
Giclii katyon degisim (SCX) kromatografisi genellikle ilk ayirma adimi olarak

kullanilir ve RPLC, tuzlar1 uzaklagtirma kabiliyeti ve elektrosprey iyonizasyon
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(ESI) yoluyla kiitle spektrometresi ile uyumlulugu nedeniyle ikincil ayirma adimi
olarak kullanilir (Lee et al., 2006). SCX'in RPLC ile kombinasyonu, ¢ok boyutlu
protein tanimlama teknolojisi (MudPIT) yaklagiminin temelini olusturur ancak
daha biiylik numune miktarlar1 ve daha fazla analiz siiresi gereksinimi mevcuttur
(Washburn et al., 2001).

HPLC, ytiksek ¢oziimleme giicii, tekrarlanabilirlik ve genis dinamik araliga
sahip bir teknolojiyi temsil eder ve gliclii bir proteomik is akisi olusturmak icin

kiitle spektrometresi ile birlestirilebilir (Karpievitch et al. 2010).

2.2.1.3 Kiitle spektrometresi (MS)

Kiitle spektrometresi (MS), proteomiks yaklasiminda; bir proteinin ve
translasyon sonrast1 modifikasyonlar (PTM) bolgelerinin amino asit dizisini
belirlemek i¢in kullanilabilen protein karakterizasyon teknigidir. MS yiiklii
molekiilleri kiitle-yiik oranlarina (m/z) gore Olger; peptidler dnce iyonize edilir,
kiitle analizorii molekiilleri kiitle-yiik oranlarina gore karakterize eder ve yiikli
peptidlerin sinyal yogunluklari miktar1 yansitir. Yiiksek verim kapasitesine sahip az
miktar numunede kantitatif analiz gergeklestirilen yontemdir. Fosforilasyon,
metilasyon, glikosilasyon, ubikuitinilasyon ve asetilasyon gibi bircok PTM kiitle
spektrometresi ile tespit edilebilir. MS bazli proteomik, proteinlerin,
etkilesimlerinin ve modifikasyonlarinin kantitatif profilinin ¢ikarilmasi i¢in en
kapsamli yaklagimdir. Karsilastirmali proteomik ¢aligsmalarinda gerek proteinlerin
jelden, gerek ise lizattan enzimatik pargalama sonrasinda karakterizasyonu kiitle
spektrometresi ile gerceklestirilmektedir. MS tabanli proteomik, kanser,
norodejenerasyon, kalp ve bdbrek bozuklugu gibi karmagik hastaliklarin tedavi
seyrinin izlenmesi i¢in plazma, beyin veya karaciger dokusu gibi karmagsik
biyolojik orneklerden biyobelirte¢ kesfi saglamaktadir (Crutchfield et al.,2016)
Ayrica, kiitle spektrometresi her zaman arastirmacilarin  hangi proteinleri
aradiklarini 6nceden bilmelerini gerektirmez, bu da bu teknigi biyobelirte¢ kesfi ve

karakterizasyonu i¢in ¢ok daha uygun hale getirir.

Kiitle spektrumu, m/z oraninin bir fonsiyonu olan iyon sinyallerinin
grafigidir. Bu spektrumlar, bir numunenin izotopik parmak izini, pargaciklarin ve
molekiillerin kiitlelerini belirlemek ve molekiillerin kimyasal yapilarint ortaya

cikarmak i¢in kullanilir.
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MS sistemi bir iyonlasma kaynagi (ESI, APCI vb.), kiitle analizatorii (ugus
stiresi (TOF), Fourier doniisiimii iyon siklotron rezonansi (FT-ICR) ve Orbitrap) ve
iyon dedektorii bilesenlerinden olugmaktadir. Peptidler N>, He veya Ar gibi inert
gazlarla ¢arpisma yoluyla pargalanir. Bu onlarin en diisiik enerji baglarinda (tipik
olarak amino asit kalintilarim1 baglayan bazi amid baglar1 (peptit baglari))
parcalanmalarina neden olur. Proteinlerin ve peptitlerin iyonizasyonu, m/z
oranlarma gore kiitle analizorii tarafindan ayrilan yiiklii gaz iyonlar1 tiretir. Temel
olarak tiim iyonlar, elektrik alanlarindaki yoriingeleri modiile edilerek ayrilir. Kiitle
analizorleri iyonlar1 ayirmak ic¢in kullandiklar1 prensipte farklilik gosterir ve bu
onlarin tercih edilen uygulama alanlarini belirler. Genellikle ugus siiresi (TOF) veya
Orbitrap analizorleri ile birlestirilen dort kutuplu (quadrapol) kiitle analizorleri,
paralel bir diizenlemedeki dort silindirik ¢ubuk arasindaki salinimhi bir elektrik
alanii kullanarak iyonlar1 ayirir; burada her bir gubuk ¢ifti, faz kaymali bir radyo
frekans1 elektrik alani tretir. Ortaya c¢ikan elektrik alanlar1 tiim iyonlarin
iletilmesine veya belirli bir m/z penceresinin iyonlarinin segici olarak iletilmesine

1zIn verir.

TOF kiitle analizorleri iyonlari, yaklasik 20 kV’a kadar hizlanma
sonrasindaki hiz farkliliklarina ve ardindan dedektore farkli varis zamanlarina gore
ayirir. TOF, mikrosaniyenin altindaki zaman farklarimi tespit ederek ppm
oranindaki kiitle farklarini 6lgebilir. Buna karsilik Orbitrap kiitle analizorii iyonlar
salinim frekanslarina gore ayirir. Iyonlasma sonrasi iyonlar Orbitrap'te tutulur ve
merkezi metal milin uzunluk ekseni boyunca hareket ederler. Orbitrap yalnizca
birka¢ santimetre uzunlugunda olmasina ragmen iyonlar hizla birkag¢ kilometreye
kadar hareket edebilir, bu da ¢ok yiiksek ¢oziiniirliik ve diisiik ppm kiitle dogrulugu
saglar. Orbitrap analizorlerinde hizla salinan iyonlar tarafindan indiiklenen goriinti
akimi 6lg¢iiliir ve akim, zaman alanina kaydedilir ve Fourier doniisiimii kullanilarak
frekans alanina doniistiiriiliir. Elde edilen sonuglar m/z oraninin bir fonksiyonu olan

iyonlarin bagil ¢coklugu/abundans spektrumlar1 seklinde goriintiilenir.

Bu teknikte, biyolojik numunelerden alinan proteinler izole edilir ve kiitle
spektrometresine girmek iizere LC ve elektrosprey iyonizasyonu ile ayrilmadan
once, en yaygin olarak trypsin ile enzimatik olarak peptitler halinde parcgalanir.
Peptit tanimlama, MS1 spektrumundaki Onciil iyonlarin m/z belirlenmesi, bir
carpisma hiicresindeki oOnciil iyonlarin se¢imi ve parcalanmasi, ardindan MS2

spektrumlar1 ¢arpismadan iiretilen iirlin iyonlarinin m/z'sinin belirlenmesi yoluyla
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gerceklesir. Son olarak, protein tanimlamasi, ilgili peptit verilerinin analizinden
¢ikarilir (Macklin et al., 2020).

Asagidan  yukar1  proteomik yaklasiminda etiketli/etiketsiz  kiitle
spektrometresi ile karsilagtirmali proteomik deneyleri protein tanimlama ve
miktarinin belirlenmesinde her zaman 6nemli olmustur. Protein seviyelerindeki
diferansiyel ekspresyonun tespit edilmesi, 6nemli biyolojik mekanizmalar hakkinda
bilgi vermektedir. Dogrulama deneylerinin yiiksek maliyetli olusu istatistiksel
yontemlerle ilgilenilen proteinlerin analizlenmesinde 6nem teskil etmektedir.
Etiketli ve etiketsiz kantifikasyon metodunun birbirlerine goére avantaj ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Etiketli sivi kromatografisi kiitle spektrometresi
(LC-MS) metodunun gen {iriin kopyalarinin tanimlanmasi, karmasik bilesenlerin
biiyiik 6l¢ekli analizi, yiiksek dogruluk saglamasi gibi avantajlarinin yaninda farkl
orneklerde farkli iyonlasma verimliligi, hassasiyet ve ¢oziiniirliikkte degiskenlik,
kimyasal etiketlemedeki zorluklar gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Etiketsiz sivi
kromatografisi kiitle spektrometresi (nLC-MS) metodunun kimyasal mudahale
olmadan 6rnek hazirlama, hata oraninin azaltilmasi, ¢oklu istatistiksel dogrulama
sunmas1 ve nispeten diisiik maliyetli olmasi gibi avantajlarinin yani sira analiz
sisteminin karmasikligi, hesaplamalarin zaman almasi, etiketleme yontemi gore
nispeten diisiik dogruluk, coklanmis analizin miimkiin olmamasi1 gibi dezavantajlari

mevcuttur (Kwon et al., 2021).

LC-MS baslangigta kiigiik molekiiller i¢in gelistirildi, ancak ayn1 zamanda
genis fizikokimyasal 6zellik ve molekiiler agirlik araligima sahip ¢esitli protein
tiirlerini karakterize etmek, peptitler halinde enzimatik pargalanmis proteinleri de

tespit etmektedir icin kullanilmaktadir (Manes ve Nita-Lazar, 2018).

Karsilagtirmali proteomik ¢alismalarinda LC-MS/MS verileri genellikle
MS/MS tanimlamasindan elde edilen spektral sayim spektrumlar veya LC-MS
verilerinden tiiretilen iyon bollugu (abundans) seklinde iki 6lgiimden biri veya her
ikisi kullanilarak olgiiliir. Maskot, SwissProt, NCBI, UniProt, MetaboScape,
MassLynx gibi veritabani aramasi sonucu elde edilen verilerde diferansiyel ifadeyi
tespit etmek icin Student t-testi, mikrodizilerin anlamlilik analizi (SAM),
normallestirilmis spektral bolluk faktorii (NSAF), normallestirilmis spektral bolluk
faktorii-glic yasasi kiiresel hata modeli (NSAF-PLGEM), spektral indeks (Spl),
DESeq ve QSpec. gibi spektral sayim olgiimii ya da iyon bollugunun &l¢tiimi
gerceklestirilmektedir. (Langley et al., 2015) Cogu calismada spektral sayim
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kullanilarak veri kiimelerinin kolaylikla goériilememesi nedeniyle abundans
Olclimiiniin daha hassas olduguna dair degerlendirmeler mevcuttur (Milac et al.,
2012).

ProteinChip teknolojisi olarak da bilinen ylizeyle gelistirilmis lazer
desorpsiyon/iyonizasyon ugus siiresi kiitle spektrometresi (SELDI TOF-MS),
biyobelirte¢ kesfinde yaygin olarak kullanilan baska bir kombinasyon yaklagimidir
(Issaq et al., 2002). Bu yiiksek verimli teknik, proteinleri fiziksel ve kimyasal
ozelliklere (hidrofobik, hidrofilik, asidik, bazik, yiizey afinitesi) gore ayirmak i¢in
farkli kromatografik yiizeylere sahip ¢ipler kullanir. Kirleticileri ve baglanmamig
proteinleri uzaklagtirmak i¢in bir yikama adimini takiben, numune enerji emici bir
matris ile kristallestirilir ve TOF-MS ile analiz edilir. Minimum numune materyali
gereklidir ve doku biyopsileri ve viicut sivilar1 gibi ham numuneler kolayca analiz
edilebilir. Ek olarak, teknoloji diisiik molekiiler agirlikli proteinlerin tespiti i¢in

yiiksek hassasiyete sahiptir.

Antikor bazli proteomikler, yliksek hassasiyete sahip cok sayida proteinin
profilini hizli bir sekilde ¢ikarmak i¢in immiinolojik testlerin ve MS'in giiglii
yonlerini igeren yaklasim olusturmak icin MS yontemleriyle de birlestirilebilir. Bu
teknolojilere Ornek olarak antikorla zenginlestirilmis secici reaksiyon izleme
(SRM) ve afinite MS verilebilir (Weiss et al., 2015). Peptit zenginlestirmenin,
afinite kolonlar1 ve MS {izerinde hareketsiz hale getirilmis antikorlarla
kombinasyonu, 6zellikle genis bir dinamik aralig1 kapsayan konsantrasyonlarda
binlerce protein igeren serum gibi karmasik numuneler i¢in biyobelirteg tayininde
kullanilabilir (De Marchi et al., 2016). Bunun yani sira, antikor 6zgilliigiindeki
belirsizlikler nedeniyle, iiretilen verilerin yalnizca mevcut antikorlar kadar iyi

olmasi, karmasik olan verilerin yorumlanmasi gibi dezavantajlar1 vardir.

MS tabanh teknikler, elektroforez ve HPLC gibi ayirma yontemleriyle de
birlestirilir. MS’den 6nce LC kullanmanin kritik bir faydasi, analitlerin uygun bir
kromatografi kullanilarak tuzlar ve iyon eslestirme ajanlari gibi miidahale eden
endojen bilesiklerden ayrilmasiyla matris etkisinin hafifletilmesi ve iyon
baskilanmasidir. Bu kombinasyonlar, her iki teknigin de tek basina yeterli olmadigi

Ozellikle karmasik protein karisimlarina uygulanan sinerjik bir yaklagim sunar.

Ticari olarak temin edilebilen ¢esitli kiitle spektrometreleri vardir. Bunlar
LTQ™Orbitrap™ (Wilhelm et al.,, 2014), matris destekli lazer desorpsiyon
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iyonizasyon-ugus siiresi-ugus siiresi (MALDI-TOF) (Darie-lon et al., 2022),
Fourier doniistimii iyon siklotron rezonansi (FT-ICR) (Guan et al., 1994), tandem
kiitle spektrometresi (Hernandez et al., 2006), tuzaklanmis iyon hareketlilik
spektrometresi (TIMS), ugus siiresi (TOF) spektrometresi (Spraggins et al., 2019)
gibi yiiksek ¢oziiniirliiklii MS yontemleri yer almaktadir.

2.2.1.4 Kanser ilac gelistirme arastirmalarinda proteomik
yaklasim

Cogu kanser hiicresi de normal hiicreler gibi hayatta kalmalar1 i¢in kritik olan
fonksiyonlarin siirdiiriilmesini ve yasamini siirdiirmek i¢in yedek hiicre i¢i sinyal
yolu kullanir ve biyokimyasal siireclerin dogrusal olmayan reaksiyon kinetigi
hiicrelerin bir takim protein yapisini degistirebilir. Kanser hiicreleri evrelerinin
onemli bir biyolojik gostergesi olan biyobelirteglerin kesfi hastaligin ilerlemesinin
izlenmesi, risk degerlendirmesi, prognozun belirlenmesi ve kanser ilag gelistirme
icin Onemli araclardir. Bu yiizdendir ki; onkoproteomik, kanser hiicresindeki
protein etkilesimlerini inceleyen, cesitli proteomik tekniklerin kullanildig:
proteomiklerin bir kolu haline gelmistir. Kanser patogenezinin daha iyi anlagilmasi
icin, tan1 ve tedavide yeni timor biyobelirtecleri tanimlamak ve gelistirmek,
proteomik veriler araciligiyla hastaligin erken teshis ve tanisini1 saglamak, hastanin
tedaviye nasil cevap verdigini belirlemek proteomik uygulamalardaki temel
amagclardir. Yeni terapotik ajanlarin giivenligini ve etkinligini 6lgmek i¢in ayirici
tani, tedaviye yanitin degerllendirilmesinde aday proteinlerin veya protein
paternlerinin tanimlanmasi, spesifik protein yolaklarinin hedeflenmesi gibi birgok

potansiyel uygulama alani i¢in de kullanilmaktadir.

Bireyin tedavide kullanilan ilaglara yanit verip vermeyeceginin ve bireyin
yasayabilecegi yan etkilerin tahmin edilmesini igeren bireysellestirilmis tedavi
planlar1 gelistirmek icin de kullanilmaktadir. Onkolojide hassas tip tekniklerinin
gelisimi biiylik dl¢lide genetige odaklanmistir. Yeni nesil dizilemedeki ilerlemeler,
kat1 tiimor kanserlerinin belirli genetik varyantlar agisindan taranmasini nispeten
basit hale getirdi. Ornegin HER2 mutasyonu pozitif meme kanseri olan bireyler,
HER?2 proteinini hedef alan ilaglarla tedavi edilebilir (Goutsouliak et al., 2020).
Ancak pek cok kanser hastasi i¢in (0zellikle hematolojik kanser hastalari igin)
yerlesik bir genetik belirte¢ mevcut degildir. Bu eksiklikle miicadele etmek igin
onkologlar genellikle farkli sonuglar veren daha genis tedaviler uygularlar. Aslinda
biyobelirte¢ kesfinde nihai amag, biyobelirteg ile hastanin belirli bir tedaviye iyi

yanit verme olasilig1 arasinda korelasyon kurmaktir. Bu tiir sorunlarin ¢éziimii i¢in
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arastirmacilar artik genetigin de Otesinde tipta proteomik, lipidomik ve
metabolomik bilimlerinin kullanmaktadirlar. Bu yaklasimlar, zamanla degisme
egiliminde olan ve hastalik ya da tedavi durumundan etkilenebilen proteinlerin,
hiicresel lipitlerin veya metabolitlerin yukar1 veya asagi diizenlenmesine dayanir.
Aragtirmacilar, belirtegleri ve hastaligin ilerleyisini veya tedavi yanitini nasil takip
ettiklerini inceleyerek hastaliklarin ¢6ziimlenmesine katkida bulunacaklardir
(Hernandez-Valladares et al., 2020).

Genel ifade ile kanser ilag gelistirme arastirmalarinda proteomik yaklasim
hastalik siireci boyunca ekspresyonu etkilenen proteinlerin belirlenmesi ve ilag
yanitinin proteom diizeyde degerlendirilmesini kapsamaktadir. Prognoz ve ilag
direnci ile iliskili kanser-protein agindaki degisikliklere dayali kanser tedavisi,
terapotik etkinligin ve toksisitenin ger¢cek zamanl degerlendirmesi ve kisisel tedavi
secimine yol gosteren ve histopatolojisinin tamamlayicis1 olan proteomik

caligmalar klinik kanser ¢caligmalarinda 6nemli bir yere sahiptir (Cho, 2007).

Genetik profillerden farkli olarak protein ekspresyonu, hastaligin ilerlemesi
veya tedaviye yanit siirecinde degisir. Proteomik biyobelirtecler, hastaligin
ilerlemesine bagli olarak hastalarin tedaviye ne kadar iyi yanit verdigini tahmin
etmeye yardimci olabilir. Teorik olarak herbir kanser tipine 6zgii metabolizma
tarafindan iretilen biyobelirteg potansiyeli olan bir¢cok 6zgiin protein ¢ikabilir.
Diger bir yaklagim ise hastaliga 6zgii bir proteinin yanisira hastalik siiresince ya da
tedavi sirasinda posttranslasyonel modifikasyonlarla degismis olan bir protein(ler)
olabilir. Bu nedenle proteinlerin tanisal ara¢ olarak potansiyelinin bilinmesi ve
proteomik tekniklerle arastirmasi her gecen giin literatiirlerde artmaktadir. Bu
nedenle tez kapsaminda da DANP ila¢ molekiiliiniin HCC tedavi sirasinda degisen

protein ekspresyonu caligilmistir.

1D / 2D poliakrilamid jel elektroforezi,, floresan ayirici 2D jel elektroforezi
(2D-DIGE), kiitle spektrometresine dayali yontemler ESI-TOF-MS (elektrosprey
iyonizasyon ucus zamani), MALDI-TOF-MS (matriks destekli lazer desorpsiyon/
iyonizasyon ucgus zamani), SELDI-TOF-MS (yiizey gelistirilmis lazer
desorpsiyon/iyonizasyon ucus zamani), tandem MS vb., protein/doku mikroarray,
izotopla kodlanmis afinite isaretleme (ICAT), iITRAQ) ve hiicre kiiltiiriinde amino
asitler ile izotopik isaretleme (SILAC) vb. teknikler ayrintili proteom analizlerinin
yapilmasina imkan saglamakta ve aday tiimor biyobelirte¢lerinin belirlenmesinde

¢Oziimler sunmaktadir.
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Genel proteomik analiz asamalari; protein ekstraksiyonu, proteaz ile
parcalama, peptid fraksiyonasyonu ve LC-MS analizini kapsar. Proteinler doku
veya hiicre lizatlarindan santrifiijleme/ filtreleme yoluyla ekstrakte edilir ve 6rnek
0zelinde zenginlestirme ve saflastirma cesitli C8 yada C18 kolonlardan gegirilerek
ya da iki boyutlu jel elektroforezi ile ayristirilir ve saflagtirilir. Elde edilen
proteinler, enzimatik pargalama ile iiretilen peptitlerin LC-MS analizi ile
tanimlanabilir ve veriler bir proteom veri tabani kullanilarak yorumlanir (Kwon et
al., 2021).

Tanisal bir biyobelirteg, viicutta tespit edilebilen veya Olgiilebilen herhangi
bir madde, yap1 veya slire¢ olarak tanimlanir ve hastaligin olusumu ya da tanisinin
yani sira ilerlemesini veya kullanilan ilag dogrultusunda tedavi etkinligini
gostermeyi ve tahmin etmeyi amaglar. HCC tedavisi i¢in kullanilacak potansiyel
biyobelirtegler i¢in ilgili proteinlerin arastirilmasi ile fonksiyonel bilgi
saglanmaktadir. Bu fonksiyonel bilgiye, hepatokarsinogenezin molekiiler temelini
arastirmak ve tani i¢in yeni timor biyobelirtegleri gelistirmek adina yapilan protein
ekspresyon analizleri ile ulasilmaktadir (Brizard et al., 2009; Du et al., 2020). Bu
analizler ile elde edilen proteomik veriler, hasta hiicrelerin siniflandirilmasinda ve
kanserli hiicrelerin protein yapisi, etkilesimleri ve fonksiyonlari gibi farkli biyolojik
mekanizmalarin anlasilmasinda son derece faydalidir. HCC patogenezinde
eksprese protein degisimleri ve ilgili sinyal yolaklarinin belirlenmesine yonelik
yapilan protein ve genom ekspresyon ¢alismalarina dair literatiir 6zeti Tablo.2.1.’de

sunulmustur.
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HCC’ da protein ekspresyonu degisimleri ve ilgili sinyal yolaklar1 ¢aligmalarina

Yazar/Yil Kaynak Sinyal yolag / farklanan proteinler
Xizo Vi et al Proteome Landscapes of Human EIF2 sinyali, e[F4E ve p70S6K stnyali,
202?? s Hepatocellular Carcinoma and spliceozomal dongtisii, sirtuin sinyal,
Intrahepatic Cholangiocarcinoma mTOR sinyali /farklanan 2951 protetn

Nfkbl, Plac8, Cdc34, Ymel11 Nqo, Naca,
CtSC, Taok3, Ctsc, Taok3, ArL6ipl, Bad,

QinY. etal, Proteomic study of hepatic Ddx3, Ptprf, 1gbpl, ciapinl, Npm1 Ngo2,

S G apoptosts nduced by Htatip2, Nduftl, Ubqlnl, Pura, T3,

E overexpression of G052 Hmox1, Arf4, Dapk2, Ecel, Bax, HK1,

akt1, Ccarl, Nod1,Cd38, Dpepl, Deptor,
Ptgis. .

Proteomic overview of

carcmoma cell growth

Wang M etal, | hepatocellular carcinoma cell 10.098 protein 1ceren HCC spektral

2022 lines and generation of the kitiiphanest olugturulmustur.
spectral library

Hnn. st grhotenmlc_Analyslas Idennf}f . o _

2022 erapeutic Ta:getslm nase and non-kinase proteins
Hepatocellular Carcinoma
HBOI overexpression is

Zhongetal 2021 | important for hepatocellular HBO! (lizin agiltransferaz 7/KAT7) protein

ChoH.J etal,,
2021

Overexpressed Proteins in HCC
Cell-Derived Exosomes, CCT8
and Cofilin-1 are Potential
Biomarkers for Patients with
HCC

CCT8, Cofilin-1 protenlers, hilcre kaynakls
eksozomlar

Critical signaling pathways

Farzanchetal, | governing hepatocellular

2021 carcinoma behavior; small
molecule-based approaches

Wang et al, 2020 The function of the HGF/c-met

axis in hepatocellular carcinoma

Hepatosit biryiime faktori (HGF) sinyal
yolagy' c-Met (mezenkimal-epitelyal geciy
faktorii)
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Tablo 2.1. HCC’ da protein ekspresyonu degisimleri ve ilgili sinyal yolaklari ¢aligmalarina
dair literatiirler (devam)

Yazar Vil

Kaynzk

Zimyal yolag / farklanan proteinler

Setayesh Y. et al,,
2020

Overexpression of Cralectin-1
and Cralectin-3 in hepatocallular
CEICinoma

Galektin-1 ve Galektin-3

Siracusano G. et

Cell Surface Protzins in
Hepatocellnlar Carcinorma: From

Hilcre yiizey proteinleri Tirozin Finaz
Foaseptdr Ailesi (TEE) -EGFE., G-Proteins
Eagl Feseptirler (GPCE), Kemokin
Faseptdrlari —CCR1er, CCLZ, CHCE, E-
Prostanoid Feseptorleri- EP1, EPI, EP3 ve
EP4, Lizofosfatidik Asit Feseptirleri
(LPAF.1-4) ), Adezyon Feseptirleri
{CDaT), CO44, Endoglin (CDN05), Eamik
1ligi Stromal Hiicra Antijeri 2 (BST2)

Hidcre adezyon protemlert (Integrins-

mnr &
AN Eench to Bedside TenLn
Taziyic proteinler- (AN ler), Cdzinen
Tazyicr Tasyycilar (SLCTer- SLCIRALY,
Musinler-3UIC1-13
Glikosilfosfatidilinesitol-Baglantl
Proteinler Glypican-3 (GRPC—3)
Inszn Tetraspanin Transmembran 4 Tzt
Aiflesi (TM45F), CDr 147, Glokoz
Drizealanmiz Protein 78 (GEPTE)
Overexpression of Fab40b
Ehi LW wd Promotes: hapatocelhular
2070 o e Carcinoma Call Proliferation and | PI3ESAET Simval volasy’ Fab40b
= hetastasis via PISE/AKT
Signaling Pathway
Delzado ER., Draletion and oversxpreszion of IQ;""‘N':I_Q I?Ddﬁ iperen GTPaz ktive
i the scaffolding protein [QGrAP] [ ®dici protein 1)
= promatas HOC
Guo Y. et al,, Hypoxizinducible factors in ; e R i 0
2070 hepatocellular carcinoma Hipobksi ve Wit simyal velagy’ HIF-14
fi” mﬁﬂ“;“;“”’?;?iﬁ" onkozsnik RAS Sinyal Yolagy Oksisteral
Deng H,, 2010 28 i bazlavicy protein benzeri 11{ DSEDL1),

hepatocellnlsr carcinoma using
2-Ir gzel elecrophoresiz

apalipoprotein ailesi dzellikle APOE

AiX_etal, 2018

Overexpression of PIESE1
promates hepatocellolar
CEICInOmME progression

PI3E/AET/mTOR Fosfoinositid-3-kinaz,
diizenlevici alt birim 1 (FIK3IR1)

SKEAL overexpression is

gélle;" Tt aly associated with poor prognosis in | AET sinyal volagy' SE.AL
hepatocelllar carcinoma
Huaier restraimms proliferative and
ShanL. etal, migratory potential of Hippo Sinyal Yolagzy VAP 1 (Yes-
2017 B hepatocellular carcinoma cells aszociated protem-1), PDE-binding motif

partially through decreased yes-
azsociated protein

(TAZ)
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Tablo 2.1. HCC’ da protein ekspresyonu degisimleri ve ilgili sinyal yolaklari caligmalarina
dair literatiirler (devam)

Yazar Wil

Eavnak

Sinyal volag / farklanan profeinler

Serova M. et al,,
2015

Effectz of TGF-beta signallng
mhibition with galunizartib
{LY2157299) in hapatocellular

carcinoma modelz and 1n ax vive

whale tumer tiszus samples from
patients

TGEF-B sinval yelagy E-kadherin

Eomposch K_wve
Sibilia, M., 2013

EGFE. Signaling in Liver
Dhseazes

Epidarmal bityiime faktéri (EGF)zamyal
yolzz

{EGFR

Effendi E_ et al.,
2014

Crvarexpreszsion of Lencine-Fich
Eepeat-Containing & Protein-
Coupled Feceptor 5 (LGE.Z)
Eeprazents a Typical Wat/B-
Catenm Pathway-Activated
Hepatocellul ar Carcinema

Wnt'B-katenin sinval yolag Lésinden
zengzm tekrar igerean protem & (LGES)

Stamos J. ve Weis

7., 2013

The p-Catenin Dastruction
Complex

TWntB-katenin sinyal yolagy' B-katenin

Chen Y.L atal,
2013

Crverexpression of CTHEC] in
hepatocellular Carcinoma
Promotes Tumer Invasion and
Predicts Poor Prognozis

TWat smyal volagy' Kellajen dighi sarmal -1
{CTHECI)

Sasaka M., 2008

The overexpreszion of polycomb
group protemns Brul and EZHI
15 aszociatad with the progreszion
and aggressive biologieal
behasior of hepatocellular
carcinema

Bmil, EZH2

LaaI-M.atal,
2005

Identification of Human
Hepatocellular Carcmoma-
Felated Biomarkers by Two-
Dimenzionz] Differance Gel
Electrophoresiz and hazs
Spectrometry

16 adet yukan ragule proteinve 13 adat
azaf regule protein

Huynh H., 2004

COrvarexprezzion of tumour
suppressor refinoblastoma 2
protemn (pEE2/pl30)
hapatocellular carcmoma

retimoblastom 2 (pEb2pl30)

Kanser ilag¢ gelistirme arastirmalarinda ilag tedavi etkinligi, ila¢ direnci ile
iliskili kanser-protein agindaki degisikliklerin tanimlanmasi, toksisitenin gercek
zamanli degerlendirmesi, ilag yanitinin proteom diizeyde degerlendirilmesini
amaglartyla son donemde gerceklestirilen ve tez kapsaminda kullanilan
doksorubisini igeren tasiyici sistemlerin proteomik caligmalari incelendiginde;
Doksorubisin ve Doksorubisin-yiiklii kalsiyum karbonat nanopartikiilleri ile
muamele edilen MCF-7 hiicresinin LC-MS/MS ile proteomik ¢aligmasi (Ahmed et
al., 2021), fosfolipid Doksorubisinin  zebra

nanopartikiillenmis balig
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embriyolarinda proteomik profil degisikliklerinin MALDI-MS ile belirlenmesi
(Samenkova et al., 2014) arastirmalarin yapildig1 goriilmektedir. Doksorubisin
iceren diger tasiyici sistemlerin HCC tedavisi i¢in kullaniminda da yine proteomik
analizlerden faydalanilmistir (Shen et al., 2022; Kullenberg et al., 2021; Dubbelboer
et al.,, 2019). Gergeklestirilen bu literatiir ¢alismalarinda kullanilan ilag etkin
maddesi ya da ilag tasiyici sisteme 6zgii tedavi sonrasi protein sinyalleri arastiriimig

ve ilgili kanser sinyal yolagindaki degisimler tespit edilmeye caligilmistir.

Biyobelirtegler onkolojide tarama, ayirici tani, tedaviye yanitin tahmin
edilmesi gibi bir¢ok potansiyel uygulamada kullanilir (Henry et al., 2012). Bu
biyobelirteglerin tanimlanmasi, spesifik protein yolaklarinin hedeflenmesi ig¢in
gerekli bilgi bu proteomik veriler ile saglanacaktir. Bu kapsamda, yapilan son
calismalarda kanser tedavisinde kullanilan bazi kemoterapotik ajanlarin kullanimi
proteomik profilleme ile degerlendirilmistir. Li et al. (2022) yaptig1 ¢alismada;
mide kanseri hastalardan alinan 206 tiimor dokusunun DOS, XELOX ve anti-HER2
bazli tedavi sonrasi proteomu degerlendirmistir. Proteomik degerlendirme ig¢in
timor doku tripsin ile pargalanarak, kiitle spektrometresi ile protein ekspresyon
degisimi arastirilmistir. Shenoy, A.,et al. (2020), meme kanseri dokularinda
kemoterapi sonrast LC-MS/MS proteomik analizi ile protein yanitlar1 arastirmas,
kemoterapik ajan kullanimina 06zgii tedavi sonrasi tedaviye direngli prolin
biyosentezi yolagindaki PYCR1 and ALDH18AT1 protein yapilari tespit etmislerdir.
Zhang et al. (2018), PC-3M-1ES insan prostat kanseri hiicre dizileri hatt1 ve zayif
metastatik PC-3M-2B4 hiicre hatt1 kullanilarak prostat kanserine katkida bulunan
aday proteinleri belirlemek i¢cin LC MS/MS ile proteomik analiz
gerceklestirilmistir.

HCC ve proteomiks ¢alismalar kapsaminda Kuhara ve arkadaslar1 (2021),
kapstillenmis ve kapsiillenmemis HCC Dokular1 arasinda farkli sekilde eksprese
edilmis 14 adet protein noktast bulmuslardir. Calisma sonucu iki boyutlu
differansiyel jel elektroforezi ve LC-MS Kkiitle spektrometresi kullanilarak
proteinleri belirlemisler ve proteinleri Western Blot ile valide ederek, kapsiile HCC
dokusunda 16sin aminopeptidaz-3 ve fosfoenolpiruvat karboksikinaz-2’ in yukari
regiile oldugunu saptamiglardir. Lee ve arkadaslar1 (2005), HCC’a iligkin
biyobelirteg arastirmalarinda iki boyutlu jel elektroforez ve LC-MS Kkiitle
spektrometresinden faydalanarak insan karaciger dokusunda asag1 ve yukari regiile
olan 34 protein saptamiglardir. Karaciger proteom degisikliklerini karakterize

etmek ic¢in kanserin ilerlemesi, siganlardan aliman karaciger kanserinin dokusu
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proteomik 6rnekleri 2D DIGE ve MALDI TOF- MS ile analiz edilmis ve ¢ogu
malign asamalarda farkli sekilde eksprese edilen proteinler biyobelirte¢ adayr 15
adet protein belirlenmislerdir. Proteinlerin dinamik yapilar1 klinik faydaya yonelik
biyobelirteg kesfindeki onemli bir diger kisitlama olarak gbéze c¢arpmaktadir
(Landegren ve Hammond, 2021). Doku biyopsisi ya da likit biyopsi ile elde
edilebilen proteinler ile ilgili ¢alismalar dokuya 6zgili biyobelirteglerin kesfini
hizlandirmistir. Proteogenomik yaklasimlarla yiiksek 6zgiilliige sahip ve tiimoriin
dogasin1 daha iyl ortaya c¢ikarabilecek protein biyobelirteglerinin sayisinin
artirlmast  hedeflenmektedir (Ding et al., 2022). Ornegin; tiimoér kokenli
eksozomlarden elde edilen proteinler, kanser hiicrelerindeki proteom profilini
yansitabilmekte ve tedavi yaninda teshis amacli biyobelirtegler olarak
uygulanabilecekleri distiniilmektedir (Hu et al.,, 2022). Sun et al. (2022),
caligmasinda kolorektal kanserde yapilmis bir proteomik caligmasinda, hastalik
riskinin tespitini saglayacak dolagimdaki 6 yeni protein biyobelirte¢ aday1 (LTA4H,
DDRI1, FLRT2, CD79B, NCR1, EFNA4) kesfedilmistir.

Bulgular dogrultusunda karsilagtirma yapilan literatiirlere ait bigiler ayrica

“Tartisma” boliimiinde verilmistir.
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3.GEREC VE YONTEM
31 Gereg¢

Calismada kullanilan kimyasallardan RIPA Buffer A.B.T’ den proteaz
inhibitor kokteyli APExBIO’ dan, Precision Plus Protein Dual Xtra Standard, pH
8.3 Tris/Glycine/SDS igeren yiiriitme tamponu, ReadyStrip IPG pH 3-10, 12 x
I1cm IPG jeller, rehidrasyon tamponu, laemmli tampon, 4-20% Tris HCL anyKD
precast jel, Biosafe Coomassie Brilliant Blue R-250, IEF Dengeleme tamponu I ve
I, mineral yag, 4-20% Crit TGX Stain-Free 11cmIPG/prep+1 jeller BIORAD
firmasindan temin edilmistir. HepG2 HB-8065 kanser hiicre hattit ATCC’den satin
alinmistir. Isofluran forane likit Abbott’tan, PBS SIGMA’dan temin edilmistir.
Sekanslama dereceli domuz tripsin enzimi Promega’dan temin edilmistir. in vivo
deneylerdeki floresans boya isaretli glukoz molekiilii (2DG-750 Prob) Perkin-

Elmer firmasindan saglanmistir.
3.2 Yontem

3.2.1 Hepatoselliiler karsinoma tiimor modeli olusturulmasi ve
ilac tastyicl sistemin uygulanmasi

Prof. Dr. Senay Sanlier’ in yiiriitiiciiliiglinde gergeklestirilen 119 S 496 nolu
TUBITAK 1001 projesi ile Doksorubisin yiiklii arabinogalaktan kapli manyetik
nanopartikiil (DANP) gelistirilmistir ve bu tez caligmasi kapsaminda tedavi edici

ajan olarak bu formiilasyon kullanilmstir.

Tez kapsaminda kullanilacak Doksorubisin yiiklii ilag tasiyici sistemi (test
materyali) 119 S 496 nolu projede gelistirilen Doksorubisin yiiklii arabinogalaktan
kapli manyetik nanopartikiil (DANP) ilag¢ tasiyici sistemi gibi ayni kosullarda ve
nitelikte Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyokimya Béliimii’nde in vivo deney

oncesi hazirlanmstir.

in vivo ¢alisma igin etik kurul izni Ege Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’'ndan (2022-051R1 nolu 29.03.2023 tarihli etik kurul belgesi)

alinmustir.
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in vivo deneyler ve IVIS goriintiileme Ege Universitesi Ilag Gelistirme ve
Farmakokinetik Arastirma-Uygulama Merkezi’nde (ARGEFAR) Faz Oncesi

Aragtirmalar Birimi’nde yapilmistir.

Hepatoselliiler karsinoma tiimér modeli olusturulmas: icin HepG2 (Insan

Hepatoma) hiicre hatt1 kullanilarak ortotopik tiimér modeli olusturulmustur.

Calisma siiresince farelerin bulundugu kafesler i¢cin 24 + 1°C sicaklik,
%350+10 nem, 12/12 saat 1sik/karanlik periyodu uygulanarak kontrollii sartlar
saglanmistir. Nude fareler steril yem ve su ile beslenmis olup, kafesler sterilize
edilmistir. Tanimlanan deney gruplarina ait fareler ayr kafeslerde tutularak
kodlanmustir. 6-8 haftalik erkek-disi CD1 nude fareler Technical Universal

Verification ’dan temin edilmistir.

Asagida ayrintilar verilen Grup-1 hari¢; Grup-2, Grup-3 ve Grup-4 i¢in 6-8
haftalik toplam 15 adet CD-1 nude disi-erkek farelerde karaciger tiimori
olusturulmasi icin lusiferaz aktiviteli HepG2 hiicreleri kullanilmistir. Fareler
ketamin (40 mg/kg) ve ksilazin (10mg/kg) anestezisi altindayken ortotopik timor
modeli olusturmak amaciyla 100 pL fosfat tamponu (PBS) icerisindeki 1x10°
HepG2 hiicresi karacigerin sag iist lobuna yavasca enjekte edilmistir (Liu, L., et al.,
2019)(Sekil 3.1). 7 giin boyunca her giin farelerin kilo ve sagkalim kontrolleri
yapilmustir. 7 glin sonrasinda farelerin tiimor boyutu in vivo imaging system (IVIS,
Caliper Perkin Elmer) goriintiileme cihazinda belirlenmistir. Tiim ¢alisma boyunca
tiimoriin yerini, boyutunu ve deney siiresince degisimini tespit etmek amaci ile
biyoliiminesans / floresans optik goriintiileme sistemi IVIS spektrum cihazi (Perkin

Elmer) kullanilmistir.

Sekil 3.1.  HepG?2 hiicrelerinin fareye enjeksiyonu



36

10° lusiferaz aktiviteli HepG2 hiicrelerinin uygulanmasini takiben tiimor
goriintiilemede daha i1yi sonug elde edildigi i¢in glukoz probu (IVISense 2-DG 750
RediJect Floresan Probu (PerkinElmer) kullanimi segilmistir. Glukoz probu ana
stogu 100 nmol/100 pL olacak sekilde 600 pL serum fizyolojik ile
¢Ozilindiiriilmiistiir. Herbir fare i¢in 10 nmol/100 pL prob kuyruk veninden
uygulanmustir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2.  Kuyruk veninden prob ve ilag uygulamasi igin farenin hazirlanmasi

Glukoz probu enjeksiyonundan 3 saat sonra fareler deney gruplari
dogrultusunda isofluran ile uyutularak (Sekil 3.3) , IVIS cihazinda Aex 745 nm/ Aem
820 nm parametreleri set edilerek, tiimor boyutlarini degerleri, timor yiiksekligi ve

genisligi dogrultusunda tiimor hacmi asagidaki formiile gore hesaplanmistir:

Tiimér Hacmi(mm?3)= (TUmér genislidi) 2 x Tiamér uzunludu
2

Sekil 3.3.  Farelere isofluran uygulamasi

HepG2 hiicrelerinin farelere enjekte edilip basarili bir sekilde tiimor olusumu
gercgeklestirildikten sonra iv uygulama i¢in fareler; serbest Doksorubisin grubu ve
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DANP grubu olacak sekilde gruplandirilmistir. Deney gruplari ve belirlenen CD-1
nude fare sayisi ayrintili olarak asagida verilmistir:

Grupl:Sagliklt Grup (n=5)
Grup2:Kanser modeli Olusturulan grup (n=5)
Grup3:Doksorubisin (Doksorubisin) i.v. grubu (n=5)

Grup4:DANP (Doksorubisin yiiklii arabinogalaktan kapli manyetik
nanopartikiil) 1.v. grubu (n=5)

Timor boyutu belirlenen farelere Grup 3 igin 100 pL su igerisinde 25 pg
Doksorubisin, Grup 4 i¢in 25 pg Doksorubisin i¢ceren 100 uLL DANP formiilasyonu
(serum fizyolojik icerisinde) iv yolla haftada 3 kez olacak sekilde 14 giin boyunca
kuyruk veninden uygulanmistir (Sekil 3.2). Grup 4 igin DANP uygulamalarmin
ardindan 30 dakika tiimorlii karaciger bolgesine 0,1 Tesla kuvvette miknatis flaster
ile fareye baglanarak bekletilmistir (Sekil 3.4 ). Grup 2 i¢in ise farelere sadece 100

uL serum fizyolojik verilmistir.

Sekil 3.4.  Farelere miknatis uygulamasi

Tedavinin 14. giliniinde IVIS cihazi ile farelerin goriintiileri alinarak, bu
goriintlilerdeki tiimdr boyutlari kontrol edilmistir. Tedavinin 14. giiniinde IVIS
cihazi ile farelerin goriintiileri alinarak, bu goriintiilerdeki timor boyutlarindaki
degisim hesaplanarak, kontrol edilmistir. 14. giinlin sonunda fareler sakrifiye

edilerek karacigerleri alinmis ve bekletilmeden -80 °C’de saklanmustir.
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3.2.2  Ornek hazirlama ve proteinlerin izolasyonu

Karaciger dokusunun elektroforez Oncesi homojenizasyonu igin
Trikloroasetik asit /aseton ¢oktiirme yontemi (Vedarethinam et al., 2016; Peng et
al., 2019) yerine gerek protein gerikazanimini arttirmak gerekse doku lizatlarinda
proteaz aktivitesini inhibe etmek gerekgesi ve dnemi nedeniyle protaeaz inhibitor
iceren homojenizasyon yontemi tercih edilmistir. Proteaz inhibitdrii, peptit bag
hidrolizini ve ardindan gelen protein yikimini1 6nlemek icin spesifik proteazlar
devre dis1 birakarak saflastirma ve analiz prosediirleri sirasinda protein
biitiinliiglinlin korunmasini saglayacaktir (Zimmerman et al., 2024). Bunun i¢in; her
bir test grubuna ait karaciger dokusu kii¢lik pargalara boliinerek 200 mg karaciger
dokusu 1 ml RIPA Buffer (0.5M Tris-HCI, 1.5 M NaCl, 2.5 % deoksikolic asit,
10% NP-40, 10 mM EDTA) igerisinde 1:100 oranda proteaz inhibitdr kokteyli
(APExBIO, USA) (Sistein, serin, asit proteazlar ve aminopeptidazlar i¢in genis
ozgiilliige sahip AEBSF, Aprotinin, Bestatin, E-64, Leupeptin ve Pepstatin A
iceren) eklenerek sonikator ile mekanik olarak (10 saniyede 6 vurus olacak sekilde)
buz icerisinde homojenize edilmistir. Ornekler 13.000 g’de 4°C’de 30 dakika
santrifiij edilerek, siipernatantlar ayrilmistir. Protein miktarlar1 Bradford Yontemi
ile tayin edilmistir (Bradford., 1976). Protein miktar tayini i¢in; 6 tane test tiipiine
derisimi 150 ile 1500 pg/mL olacak sekilde sigir serum albiimin standartlarindan
100 pL alinmistir. Elde edilen sonuglardan standart kalibrasyon egrisi ¢izilmistir.
PBS’den 100 pL kor c¢ozelti hazirlanmasi i¢in, derisimi Olgiilmek istenilen
orneklerden de 100 pL ayr tiiplere aktarilmistir. Her bir tiipe taze hazirlanmig
Bradford reaktifinden 3 mL eklenerek, vortekslenmis ve 5 dakika oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. Siire sonunda 6rnekler bekletilmeden spektrofotometrede 595 nm
dalga boyunda absorbanslari okunmustur. sigir serum albiimin standartlarindan elde
edilen absorbans degerleri derisimine karsi grafige aktarilarak kalibrasyon grafigi
olusturulmustur. Orneklerin absorbansi, elde edilen regresyon denklemi

dogrultusunda protein miktarlari olarak hesaplanmistir.
3.2.3 Proteinlerin SDS-PAGE teknigi ile kiitlelerine gore ayrilmasi
» Protein 6rneklerinin kalite kontrolii

Protein Orneklerinin kalite kontrolii, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi

Protein Arastirmalart ve Proteomik Laboratuvari tarafindan yapilmistir.
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Herbir deney grubuna ait RIPA Tamponu igerisinde homojenize edilmis ve
slipernatant1 ayrilmis 2 pL 6rnek (pooled sample) ve 8 uL Laemmli tampon 4-20%
Tris HCL anyKD precast jel iizerindeki kuyucuga konulmustur. Kontrol marker
olarak Precision Plus Protein Dual Xtra Standard (BIORAD) kullanilmistir. Jel
sabit 200 Volt’da 25 mM Tris, 192 mM glisin, 0.1% SDS iceren pH 8.3
Tris/Glisin/SDS igeren yiiriitme tamponu igerisinde mini Protean Tetra Cell
(BIORAD) tankinda yiiriitiilmiistiir. ~Orneklere ait protein bantlarinin
gorlintiilenmesi Chemidoc Imaging System (BIORAD) cihazi ile yapilmistir.

» 1D (birinci boyut) jel elektroforezi (izoelektrik fokuslama)

Protein 6rneklerinin 1D ve 2D jel elektroforezi, Ege Universitesi llag
Gelistirme ve Farmakokinetik Arastirma-Uygulama Merkezi ve Kocaeli
Universitesi Tip Fakiiltesi Protein Arastirmalar ve Proteomik Laboratuvari’nda es

zamanl olarak gergeklestirilmistir.

Her deney grubundan elde edilen 6rneklerde proteinlerin izoelektrik noktasini
(p]) belirlemek ve ayrimini saglamak i¢in dncelikle 1D (birinci boyut) elektroforezi
gerceklestirilmistir. Izoelektrik fokuslama igin 11 cm strip boyu ve pH: 3-10
araligia uygun IPG Stripler ( ReadyStrip IPG pH 3-10, 12 x 11cm/ BIORAD)
kullanilmistir. Her bir deney grubu 3 tekrarli olarak calisilmistir. IPG strip jel
kullannmi  BIORAD Bulletin 6240 (2011) f{iretici protokoliine gore
gergeklestirilmistir. 11 cm IPG strip i¢in 200 pL son hacimde Coomassie (Brilliant)
Blue ile boyanacagi i¢in 200 pg protein yiiklenmistir (Tablo 3.1). Her bir deney
grubu icin ornekler, son hacmi 200 pl olacak sekilde rehidrasyon tamponu (10 ml
8 M iire, %2 CHAPS, 50 mM ditiyotreitol (DTT), %0,2 (w/v) Bio-Lyte® 3/10
amfolitler ve Bromofenol mavisi) ile kanstirilarak 6rnek ¢ozeltisi hazirlanmigtir
(Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Rehidrasyon hacmi, Protein miktari ve mineral yag hacmi (BIORAD, 2011)

IPG Strip Uzunlugu

7cm 11cm 17 cm 18 cm 24 cm
Rehidrasyon Soliisyonu 125 pl 200 pl 300 ul 315l 450 pl
Protein Miktan
Coomassie (Brilliant) Blue 50-100 pg 100-200 pg 200-400 pg 200-400 pg 400-800 pg
Fluorescent stains 5-100 pg 20-200 pg 50-400 pg 50-400 pg 80-800 pg
Silver stains 5-20 pg 20-50 pg 50-80 pg 50-80 pg BO-150 pg

Mineral Yag 4 mi 5mi 7ml 7ml 9 mi
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Ornek ¢ozeltisi PROTEAN® IEF System (BIORAD) cihazina uyumlu 11 cm
rehidrasyon trayine trayin herbir alanina esit miktarda serit seklinde pipet
yardimiyla aktarilmistir. IPG seritler, deney sirasinda -20 °C’ den ¢ikarilip, oda
sicakliginda 7 dakika bekletilmistir. IPG serit lizerinde bulunan jeli koruyan plaster,
pens yardimiyla kaldirilarak, jel yiizii asagiya bakacak sekilde 6rnek ¢ozeltisinin
iizerine hava kabarcig1 kalmayacak sekilde bekletilmeden yerlestirilmistir. Uzerine
5 mL mineral yag1 konularak 12-18 saat pasif rehidrasyona/6rnek absorbsiyonuna
birakilmistir. Siire sonunda cihazin odaklanma tablasina jel kismi1 asagiya bakacak
sekilde (Gel-Side Down) izoelektrik fokuslama yontemi segilmistir. Fokuslama
tablasindaki sag- sol / anot-katot tellerin iizerine kii¢iik dikdortgen seklindeki
elektrot kagitlar1 (wicks)  stripi ani voltaj degisiminden korumak igin
yerlestirilmigtir. Elektrot kagitlar1 yaklasik 10 pL ultra safsu ile 1slatilarak
yerlestirilmigtir. IPG seritler, IPG serit tablasindan alinarak fokuslama tablasina
hava kabarcigi kalmayacak sekilde yerlestirilmistir. Herbir hat {izerine 2.5 mL
mineral yag ilave edilmistir. Jellerin oynamamasi i¢in hatlarin iizerine eletrot
agirhg yerlestirilerek, fokuslama tablasi cihaza yerlestirilmistir. PROTEAN® IEF
System cihazina 11 cm strip boyu ve pH: 3-10 araligina uygun program BIORAD
Bulletin 6240 (2011) iiretici protokoliine gore Tablo 3.2° deki degerler secilerek
fokuslama baslatilmistir.

Tablo 3.2. 11 cm pH:3-10 IPG strip jel igin uygulanan izoelektrik fokuslama program
(BIORAD, 2011)

Step Voltage (V) Hamp Time Units
1 250 Rapid O:20 HH: MM
2 8,000 Gradual 1:00 HH: MM
3 8,000 Rapid 26,000 Volt Hr
4 1,500 Hold

Yiikleme sonunda IPG strip trayden alinarak jele zarar vermeyecek sekilde
mineral yagi biraz siizdiiriildiikten sonra jel ylizeyi yukar1 bakacak sekilde baska
bir traye aktarilarak iizerine 4 mL dengeleme tamponu I (6 M iire, 0,375 M Tris-
HCI pH 8.8, %2 SDS %20 gliserol igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir ve %2 (w/v) DTT
taze olarak eklendi) konularak ¢alkalayicida 10 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda IPG strip trayden aliarak jele zarar vermeyecek sekilde
jel yiizeyi yukar1 bakacak sekilde baska bir traye aktarilarak iizerine 4 mL
dengeleme tamponunu II (6M iire, 0,375 M Tris-HCL, pH 8.8, 2% SDS %20
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gliserol icerinde ¢oziindiiriilmiistiir. %2.5 (w/v) iodoasetamid taze olarak eklendi)

konularak ¢alkalayicida 10 dakika inkiibe edilmistir.

» 2D elektroforez (2D SDS-PAGE)

1D (birinci boyut) elektroforezde IPG Strip jel {izerinden IEF teknigi ile PI
(izoelektrik noktasi)’'na gore ayrimi saglanan proteinlerin dikey SDS-PAGE
poliakrilamid jel kullanimi ile 2D (ikinci boyut) elektroforezi gergeklestirilmistir.
2D SDS-PAGE her deney grubu i¢in 4-20% Crit TGX Stain-Free 11cmIPG/prep+1
jeller (BIORAD) precast hazir jel kullanilmigtir. Her bir deney grubu 3 tekrarl
olarak calisilmistir. 2D (ikinci boyut) elektroforezi, BIORAD, Bulletin 2651: 2-D
Electrophoresis Workflow How-To Guide, Rev.F firetici protokoliine gore
uygulanmustir. Jeller 4 °C’den oda sicakligina ¢ikarilip, iizerindeki yesil renkli
tarak kaldirilmistir. A¢ilan jel {izerine yiiriitme tamponu ile yikanmis IPG strip jel
kuyucuga bakacak sekilde yerlestirilmistir. Yerlestirirken 4-20% Crit TGX Stain-
Free 11cmIPG/prep+1 jel ile temasin saglanmasi igin spatiil ile hafifce itilerek, hava
kabarcig1r olmamasi kontrol edilmistir. Marker kuyucuguna kontrol olarak 10 pL
Precision Plus Protein Dual Xtra Standard (BIPORAD) eklenmistir. Jel altindaki
koruyucu bant c¢ikarilarak, Criterion™ Dodeca™ Cell (BIORAD, Fransa)
tankindaki herbir kaset hiicresine yerlestirilmistir. Jel kaseti igerisindeki
kuyucuklara yiiriitme tamponu doldurulmustur. Jeller 25 mM Tris, 192 mM
glycine, 0.1% SDS iceren pH 8.3 Tris/Glycine/SDS igeren yiirlitme tamponu
eklenerek sabit 120 V’ da yiiriitiilmiistiir. Eletroforez sonrasi jeller 50 ml Biosafe
Coomassie Brilliant Blue R-250 (1 g Coomassie Blue R-250, 500 mL su, 100 mL
asetik asit, 400 mL metanol) igerisinde gece boyu calkalayicida boyanmustir.
Boyanin fazlasini uzaklastirmak icin jeller 3 kez saf su ile yikanarak, 20 dakika saf

suda ¢alkalayicida bekletilmistir.

» Jel Goriintiilleme ve Analizi

Jel goriintiileri Chemidoc Imaging System (BIORAD) ile alindi. Protein
spotlarinin analizi ve farklilasan spotlarin tespiti icin PDQuest Advanced 2-D
Analysis Software (BIORAD) yazilimi kullanilmistir. Herbir deney grubu kendi
icinde ve ilgili deney gruplarn kendi arasinda karsilastirilmistir. Grup 1 (Saglhikh
grup) ile Grup 2 (Kanser modeli olusturulan grup) karsilastirildi. Grup 3
(Doksorubisin i.v. grup) ile Grup 4 (DANP; Doksorubisin yiiklii arabinogalaktan
kapli manyetik nanopartikiil) i.v. grubu, Grup 2 (Kanser modeli olusturulan grup)
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ile karsilagtirilmistir. Tiim kontrol (Grup 2) ve test gruplarina (Grup 3 ve Grup 4)

t™ yazilimina yiiklenmistir. Jeller

ait 3 adet parelel jel goriintiisii PDQues
markerdaki belirli protein spotuna (serum albiimin) gore hizalanmistir ve her bir jel
icin koordinatlar eslestirilmistir. G6zle goriinebilecek en saydam ve en biiyiik spot
isaretlenerek, hizalama saglandi ve program tarafindan tiim protein spotlarmin
otomatik belirlenmesi saglanmistir. Elektroforez yiirlitme alaninda olmayip,
program tarafindan isaretlenen cerceve noktalar1 iptal edilmistir. Grup iginde
birbiriyle istatistiksel olarak % 95 giiven araliginda intensiteleri (yogunluklari)
uyusan ve gruplar arasinda intensiteleri en az 2 kat farklilasan spotlarlarin segilmesi
icin parametreler set edilmistir. Farklilastig1 tespit edilen spotlar analiz edilemek
iizere jelden kesilmistir. Poliakrilamid jel {izerinde ayrilmis, analiz edilmek istenen
proteinlere ait spotlar 1.5 mm ¢apindaki jel parcalari, 1 mm kalinligindaki jellerden

manuel olarak mikrotom ile kesilmistir.
3.24 Proteinlerin kiitle spektrometresi ile tayini

> Poliakrilamid jelden proteinlerin ayristirllmas1 ve  Kiitle

Spektrometresi ile tanimlanmasi

Poliakrilamid jelden proteinlerin ayristirilmasi ve Kiitle Spektrometresi ile

tanimlanmas1 Proteome Factory AG (Berlin, Almanya)’de yapilmstir.

Protein bantlari, tekrarlanan kiigiiltme (%60 asetonitril, 50 mM TEAB) ve
sisme asamalart (50 mM TEAB) yoluyla yeniden tamponlanmistir. Sistein
alkilasyonu i¢in gsisme tamponu oOnce 10 mM TCEP, ardindan 10 mM 2-
iyodoasetamid igermektedir. Jel i¢i proteoliz, sekanslama dereceli domuz tripsin
enzimi (Promega, Mannheim, Almanya) ile gece boyunca yapilmistir. Analiz i¢in
numuneler %2 formik asit ile asitlestirilmistir. NanoHPLC-ESI-MS/MS sistemi, bir
Dionex Ultimate 3000 nanoHPLC sistemi (Thermo Scientific, Germering,
Almanya), nanoelektrosprey yayici (Fossiliontech, Madrid, Ispanya) ve bir Orbitrap
Velos kiitle spektrometresinden (Thermo Scientific, Bremen, Almanya)
olugsmaktadir. Peptitler ilk 6nce bes dakika boyunca zenginlestirme kolonunda
(PepMap-C18, 0,3 x 5 mm, Dionex) tutularak tuzdan uzaklastirilmistir (¢6ziicii:
%0,5 asetonitril/%0,5 formik asit), ardindan %12 ila %40 B arasinda dogrusal bir
gradyan kullanilarak (¢6ziicli A: su (%0,1 formik asit iceren), ¢coziicli B: asetonitril
(%0,1 formik asit igeren) ReproSil-Pur 120 C18-AQ kolonundan ayristirilmistir
(0,075 x 500 mm kolon, Dr. Maisch, Ammerbuch-Entringen, Almanya). ilgili



43

iyonlar, peptid iyonlarinin beklenen yiikk durumu dagilimina gére verilere bagh
olarak MS/MS'ye tabi tutulmustur. Proteinler, Mascot arama motorunun (Matrix
Science, Londra, Ingiltere) MS/MS iyon aramasi kullanilarak UniProt protein veri
tabaninin Mus musculus referans proteomuna karsi veri tabani arastirmasi ile
tanimlanmistir. Oncii iyonlar i¢in 3 ppm'lik ve parca iyonlar: i¢in 0,6 Da'lik
maksimum kiitle sapmasina izin verilmistir. Yalnizca skoru 20 ve {izeri olan peptit
eslesmeleri kabul edildi. Sistein'deki karbamidometilasyon sabit bir modifikasyon
olarak belirlenmistir. Protein eslesmelerinin en az iki énemli peptid eslesmesine

sahip olmasi gerekmektedir.

» Karaciger dokusundan proteinlerin Kiitle Spektrometresi ile

belirlenmesi

Karaciger dokusundan proteinlerin Kiitle Spektrometresi ile tayini Kocaeli
Universitesi Tip Fakiiltesi Protein Arastirmalart ve Proteomik Laboratuvari

tarafindan yapilmstir.

o FASP (Filtre Destekli Numune Hazirlama) yontemi ile proteinlerin

trypsin ile kesimleri ve peptitlerin eldesi

FASP kesimi i¢in 300 ng protein {izerine, 300 uLL 8M {ire soliisyonu eklenerek
0zel mikrosantrifiij tiiplere yerlestirilen 30 kDa’lik membran filtre iizerine
aktarilmistir. 14000 x g’de oda sicaklifinda 15 dakika santrifiij edilerek filtre
altinda kalan kisim atilmistir. Filtre tizerine 200 pL. 8M iire soliisyonu eklenerek
tekrar santrifiij edilmistir. Iyodoasetamid (IAA) soliisyonu filtre {izerine eklenerek
20 dakika karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 santrifiij yapilmistir. Bu
islem sonrasi 6rneklerin iizerine 3 kez 100 pLL 8M iire soliisyonu eklendi ve santrifiij
edilmistir. Ardindan yikama adimi i¢in 3 kez 100ul 50mM Amonyum Bikarbonat
(AmBic) soliisyonu eklenerek santrifiij tekrarlanmistir. Filtre temiz mikrosantrifiij
tiipe alinarak iizerine Tripsin enzimi ve S0mM AmBic soliisyonu eklendi, 37°C’de
gece boyu kesime tabi tutulmustur. Kesim sonrasi 6rnekler iizerine 2 kez 40 puL 50
mM Amonyum bikarbonat (AMBIC) soliisyonu ve bir kez 50ul 0.5M NaCl
soliisyonu eklenmistir. Peptitler eliie edilerek temiz mikrosantrifiij tlipler igerisine
alinmistir. SpeedVac vakumlu santrifiij cihaz1 kullanilarak (Eppendorf, ABD)
peptit ornekleri pellet haline getirilmistir. Kesim sonucunda elde edilen peptitler
nLC-MS/MS analizi i¢in 20 pL %0,1 (v/v) ’lik Formik Asit ¢ozeltisi icerisinde

¢Ozilmiistiir.
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e Nano-sivi Kromatografisi Kiitle Spektrometresi (nLC-MS/MS) Analizi

Elde edilen peptit yapilari, Q-Exactive kiitle spektrometresine (Thermo
Scientific, ABD) baglhh Ultimate 3000 RSLC nano sistemi (Dionex, Thermo
Scientific, CA, ABD) kullanilarak nLC-MS/MS sistemi kullanilarak analiz edilmis
ve Xcalibur 4.0 yazilimi (Thermo Fisher Scientific, CA, ABD) araciligiyla kontrol
edilmistir. Peptidlerin, Mobil Faz A (% 0.1 Formik asit) ve Mobil B (%80
Asetonitril ve % 0.1 Formik asit) kullanilarak yiiksek performanslt sivi
kromatografisi (HPLC) ile ayrimi saglanmistir. Kesilmis peptitler, trap kolonundan
gecirilerek tuzdan uzaklastirilarak ve konsantre edilmistir. Daha sonra peptidler,
Acclaim PepMap RSLC C18 analitik kolonundan (75 um x 15 cm x 2 um, 100 A
cap, Thermo Scientific, CA, ABD) gecerek kromatografik ayirilma
gerceklestirilmistir. MS1 spektrumlariin eldesi ve tarama i¢in; ¢oziiniirliik 70.000,
tarama araligit 400-2000 m/z, hedef otomatik kazan¢ kontrolii (AGC) 3xE6,
maksimum enjeksiyon siiresi 60 ms, plskiirtme voltaji 2.3 kV. parametreleri
se¢ilmistir. MS/MS analizi ise; ilk on Oncii iyonun segilmesiyle veriye baglh edinim
yoluyla gercgeklestirilmistir. Carpisma kaynakli ayrismadan (yliksek enerjili
carpismali ayrisma (higher-energy collisional dissociation- HCD)) olusan MS2
analizi i¢in; ¢ozlniirliik 17.500, AGC 1E6; maksimum enjeksiyon siiresi 100 ms,
izolasyon penceresi 2.0 m/z normallestirildi ve ¢arpisma enerjisi (NCE) 27 olarak
se¢ilmistir. Cihaz her analizden 6nce pozitif kalibrator LTQ Velos ESI Positive lon
Calibration Solution 88323 (Pierce, ABD) ile kalibre edilmistir.

o nlC-MS veri analizi

Elde edilen nLC-MS/MS ham verilerin analizi ve protein tanimlamasi i¢in
Proteom Discoverer 2.5 yazilimi1 (Thermo Scientific, ABD) kullanilmistir. Veri
analizi icin; peptit kiitle tolerans1 10 ppm, MS/MS Kkiitle tolerans1 0.2 Da, kiitle
dogrulugu 2 ppm, toleransli diisiik 1, minimum peptit uzunlugu 6 amino asit, sabit
degisiklikler sistein karbamidometilasyonu, kararsiz degisiklikler metionin
oksidasyonu ve asparajin deaminasyonu parametreleri secilmistir. Her protein i¢in
tanimlanan minimum 6zgiin peptit sayisi 1 olarak alinmistir ve tiim veriler Uniprot
veri tabaninda aranmistir. Protein seviyesinde, ekspresyon degisikliklerinin 6nemi
bir ANOVA p degeri ve bir q degeri hesaplanarak test edilmistir. Anlamlilik
kriterlerini karsilamayan proteinler (ANOVA p degeri < 0,05 ve q degeri < 0,05)
filtrelenmistir. Ekspresyonda 2 kattan fazla degisim yukar regiile, 0.5 kattan az
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degisimler ise asag1 regule proteinler olarak kabul edilmistir ve veri analizi bu kriter

dogrultusunda gergeklestirilmistir.

e Biyoinformatik Analizler

nLC-MS/MS analizi sonucu elde edilen proteinlerin karsilastirmali analizi
label-free kantifikasyon yontemi kullanilarak Proteom Discoverer 2.5 yazilimi ile
gergeklestirilmistir. Yapilan analizler tiim proteinleri igeren Mus musculus (Mouse)
referans veri tabani (Proteome ID UP000000589) kullanilarak gerceklestirilmistir.
Veri analizi sonucu, elde edilen proteinlere ait sonuglar degerlendirilerek farklilik
gosteren proteinler; 59309604 farkli protein iceren, 977339418 etkilesim sayisina
sahip (yiiksek giiven diizeyinde veya daha iyi diizeyde etkilesimler (puan >= 0,700)
STRING version: 12 platformu ile analizlenmistir. (Szklarczyk et al.,2023). Analize

ait temsili goriintii Sekil 3.5’ te verilmistir.

A B Network Stats
number of nodes: 6 expected number of edges: 5
number of edges: 15 PPl enrichment p-value: 0.000171
average node degree: S
avg. local clustering coefficient: 1
c > Biological Process (Gene Ontology)

GO-term description count innetwork  strength  false discovery rate
G0:0006668 sphinganine-1-phosphate metabolic process 20f2 3.56 000043 @
G0:0006670 Sphingosine metabolic process 50f20 2.96 1.22¢10 @
G0:2000303 Regulation of ceramide biosynthetic process 20f13 275 0.0070
G0:0046512 Sphingosine biosynthetic process 20f14 272 0.0070
G0:0046839 Phospholipid dephosphorylation 3of43 24 0.00023

D > Molecular Function (Gene Ontology)

GO-term description count in network 4 strength  false discovery rate
G0:0070780 1 activity 20f2 3.56 0.00062
G0:0017050 D-erythro-sphingosine kinase activity 20f2 3.56 0.00062
G0:0008481 Sphinganine kinase activity 20f2 3.56 0.00062
G0:0042392 sphingosine-1-phosphate phosphatase activity 3o0f7 3.19 6.77e06
60:0038036 sphingosine-1-phosphate receptor activity 20f8 2.96 0.0020

Sekil 3.5.  Proteomik verilerinin STRING analizi

Proteomik verilerinin STRING analizi : (A) Tanimlanan proteinler arasindaki
diiglimleri ve kenarlar1 gosteren ag etkilesimi goriintlisii. Bir ¢izginin kalinhigi,
bagladig1r proteinler arasindaki etkilesimin giiclinii gosterir. Kiirelerin renkleri
proteinlerin katildig1 biyolojik siirecleri gosterir. (B) Diigiim ve kenar sayisi,
ortalama diigiim derecesi, ortalama yerel kiimelenme katsayisi, beklenen kenar
sayis1 ve protein-protein etkilesimi (PPI) zenginlestirme p degeri ile ilgili verileri
bildiren ag istatistikleri. (C) Aglardaki her bir proteinin dahil oldugu ana yollar
bildiren biyolojik siire¢ tablosu. Tanimlanan her biyolojik siire¢ i¢in karsilik gelen
Gen Ontolojisi (GO) yolu, proteinlerin sayis1 ve kimligi ve yanlis kesif oran1 (FDR)

raporlanir. Kiirelerin renkleri proteinlerin katildig1 biyolojik stiregleri gosterir.
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(D) Aglardaki her bir proteinin dahil oldugu ana yollar1 bildiren molekiiler
fonksiyon tablosu. Tanimlanan her molekiiler fonksiyon i¢in karsilik gelen Gen
Ontolojisi (GO) yolu, proteinlerin sayis1 ve kimligi ve yanlis kesif oram1 (FDR)

raporlanir.

Boylece protein lokasyonlari, kiitlesel ve abundans karsilastirmalari, kanser
kontrol grubuna kars1 Doksorubisin tedavi grubu ve kanser kontrol grubuna karsi
DANP tedavi grubu igin gergeklestirilmistir. Birbirleri ile farklilik gosteren

proteinler belirlenerek, ilgili biyolojik prosesler belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Hepatoselliiler Karsinom Tiimor Modelinin Olusturulmasi
ve Ilac Tasiyic1 Sistemin Uygulanmasi

Tez ¢alismasi kapsaminda herbir grupta 5 adet niide fare olacak sekilde 3
grupta yeralan niide farelerde HepG2 hiicreleri ile hepatoselliiler karsinoma timor
modeli olusturulmustur. Saglikli niide fare grubu deneye eklenmistir. 106 lusiferaz
aktiviteli HepG2 hiicrelerinin uygulanmasini1 takiben tiimor goriintiillemede
lusiferin verilerek izlem yerine daha iyi sonug¢ elde edildigi i¢in glukoz probu
(IVISense 2-DG 750 RediJect Floresan Probu (PerkinElmer) kullanimi tercih
edilmistir. Deney siiresince (7. ve 14. giin) tedavi dncesi ve sonrasi herbir gruptaki
tiimorlerin yerini, boyutunu ve degisimini tespit etmek amaci ile IVIS-Spect cihazi
ile goriintiiler alinmig ve timor boyutlar1 hesaplanmistir. Tablo 4.1°de sadece PBS
verilen kanser kontrol grubu (Grup 2), Tablo 4.2’de serbest Doksorubisin tedavi
grubu (Grup 3) ve Tablo 4.3’ de DANP tedavi grubuna (Grup 4) ait farelerin timor

boyutlar1 ve sagkalim siirelerini igceren veriler 6zetlenmistir.

Tablo 4.1.  Kontrol grubu (kanser) in vivo sonuglart.

Nude fare Goriintiileme it it i) Sagkah‘l'n siiresi
Zamani (gun)
7. giin 464,238
! 181,895 14
14. glin
723,675
7. glin 135,592
2 14
14. giin 269,097
7. glin 191,261
3 9
14. glin -
7. glin 112,092
4 326,476 14
14. glin
329,504
105,248
7. glin 146,316
> 12
647,500
14. giin -
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Tablo 4.1°deki verilere gore sadece PBS verilen kanser kontrol grubundaki
(Grup 2) 1., 2. ve 4. farede 14. giiniin sonunda timdr boyutunda anlamli artig

gozlemlenmistir. 3. fare 9.gilinde, 5. fare ise 12. giinde ex olmustur.

Tablo 4.2.  Doksorubisin grubu in vivo sonuglari.

Nude fare Gotiintileme Tiimor hacmi (mm?) Sag kah__m SUEESL
Zamani (gun)
111,946
7.gin 10,722
! 14
245,615
14. giin 68,862
7.gin 468,605
2 14
14. giin 436,247
527,100
7.gun 296,316
12,253
3 14
19,017
14. giin 30,561
7,701
7.giin 482,524
4 11
14. glin -
348,278
7.glin
S 599,683 9
14. glin -

Tablo 4.2°deki verilere gore Doksorubisin uygulanan gruptaki (Grup 3) 1., 2.
ve 3. farede 14. gilinlin sonunda tiimdér boyutunda belirgin sekilde kiiciilme
gozlemlenmistir. Doksorubisin uygulamasi sonrasinda 4. fare 11.giinde, 5. fare ise

9. giinde ex olmustur.
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Tablo 4.3. DANP grubu in vivo sonuglari.

Nude fare Cuee Tiitmor hacmi (mm?3) Sag kall“m Sures!
zamani (gun)
7.gun 430,216
1 14
14. giin 279,318
549,568
7.glin
2 177,960 14
14. giin 16,552
7.glin
. 6
14. glin
7.gin 295,284
s 14
14. giin 91,284
7.glin 326,476
25310
5 14
14. giin 49,707
30,561

Tablo 4.3’deki verilere géore DANP uygulanan gruptaki (Grup 4) 1.,2. 4.ve 5.
farede 14. giliniin sonunda tiimor boyutlarinda belirgin kii¢iilme gozlemlenmistir.
Timor boyutlart ve sagkalim dikkate alindiginda Doksorubisin ile tedaviye kiyasla

nanopartikiil ile tedavinin daha iyi sonug¢ verdigi goriilmiistiir.

Kanser kontrol grubu, Doksorubisin grubu ve DANP grubuna ait farelerin 7.
giin ve 14. giin IVIS goriintiileri asagida verilmistir. IVIS goriintiileri kontrol
(Kanser) grubu i¢in (n=5) Sekil 4.1-4.5” de, Doksorubisin grubu (n=5) icin Sekil
4.6-4.10° da ve DANP grubu (n=5) i¢in ise Sekil 4.11-4.14" de verilmistir.
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7.giin 14. Giin
Sekil 4.1.  Kanser kontrol grubu (1) in vivo goriintiileri

Tablo 4.1 ve Sekil 4.1 *den de goriildiigii gibi kanser kontrol grubu 1. farenin
7. giinde tiimdr hacmi 723,7 mm® iken 14. giinde tiimor boyutu 723,7 mm®’ e
ctkmistir.  Ayrica  farkli  bolgede 181,9 mm? lik timor olusumu

gozlemlenmektedir.

Ephermoence
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Eatart T

7. giin 14. Giin

Sekil 4.2.  Kanser kontrol grubu (2) in vivo goriintiileri

Tablo 4.1 ve Sekil 4.2 *den de goriildiigli gibi kanser kontrol grubu 2. farenin
7. giinde timdr hacmi 135,6 mm?® iken 14. giinde tiimdr boyutu 269,1 mm?®’e
cikmugtir.
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7.glin
Sekil 4.3.  Kanser kontrol grubu (3) in vivo goriintiileri

Kontrol grubunda yeralan 3. nude fare 9.giinde ex olmustur.

0 1= S %

7. Giin 14. Giin

Sekil 4.4.  Kanser kontrol grubu (4) in vivo gorintiileri

Tablo 4.1 ve Sekil 4.4 *den de goriildiigii gibi kanser kontrol grubu 4. farenin
7. giinde tiimoér hacmi 326,5 mm?® iken 14. giinde tiimdr boyutu 329,5 mm*’ e
¢cikmustir.
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Sekil 4.5.  Kanser kontrol grubu (5) in vivo goriintiileri.

Kontrol grubunda yeralan 5. nude fare 12. glinde ex olmustur.

7. Giin 14. Giin

Sekil 4.6.  Doksorubisin grubu (1) in vivo goriintiileri

Tablo 4.2 ve Sekil 4.6 ’den de goriildiigii gibi Doksorubisin tedavisinden
sonra 1. farenin 7. giinde tiimdr hacmi 111,9 mm?, 10,7 mm?, 245,6 mm> 3 adet

tiimor hacmi 14. giinde 1 adet tiimér olarak boyutu olarak 68,9 mm?>’ e kiiiilmiistiir.
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7. Glin 14. Giin
Sekil 4.7.  Doksorubisin grubu (2) in vivo goriintileri.

Tablo 4.2 ve Sekil 4.7 den de goriildiigii gibi Doksorubisin tedavisinden
sonra 2. farenin 7. giinde tiimdr hacmi 468,6 mm?® iken 14. giinde tiimdr boyutu
436,2 mm?* e kiiciilmiistiir.

7. Glin 14. Giin
Sekil 4.8.  Doksorubisin grubu (3) in vivo goriintiileri.

Tablo 4.2 ve Sekil 4.8 *den de goriildiigii gibi Doksorubisin tedavisinden
sonra 3. Farenin 1. timérii 527,1 mm® tiimor hacminden 14. giinde 19,0 mm?® e
kiiciilmiistiir. 2. Tiimor 296,3 mm?®den 30,6 mm?®’e kiiciilmiistiir. 3. Timor 12,2
mm3’°den 7,7 mm? e kii¢iilmiistiir.
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7. Giin

Sekil 4.9.  Doksorubisin grubu (4) in vivo goriintiileri.

Doksorubisin grubunda yeralan 4. nude fare 11. giinde ex olmustur.

Erflorescance

?n

7. Giin

Sekil 4.10. Doksorubisin grubu (5) in vivo goriintiileri.

Doksorubisin grubunda yeralan 5. nude fare 9. giinde ex olmustur.
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7. Gln 14. Giin
Sekil 4.11. DANP grubu (1) in vivo goriintiileri

Tablo 4.3 ve Sekil 4.11° den de goriildiigii gibi DANP tedavisinden sonra 1.
farenin 7. giinde tiimdr hacmi 430,2 mm?® 14. giinde tiimér boyutu 279,3 mm®’ e

kiigiilmiistiir.

b,

7. giin 14. giin

Sekil 4.12. DANP grubu (2) in vivo goriintiileri

Tablo 4.3 ve Sekil 4.12° den de goriildiigii gibi DANP tedavisinden sonra 2.
farenin 7. giinde hacmi 549,9 mm? olan tiimér 14. giinde 16,5 mm?’ e kiigiilmiistiir.

7. giinde 178 mm? liik diger tiimdriin ise yok oldugu tespit edilmistir.
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7. giin 14. Giin
Sekil 4.13. DANP grubu (4) in vivo gorintiileri

Tablo 4.3 ve Sekil 4.13 ’den de goriildiigii gibi DANP tedavisinden sonra 4.
farenin 7. giinde tiimor hacmi 295,3 mm®den 14. giinde timér boyutu 91,3 mm?*’
e kiigtilmustiir.

e

7. glin 14. giin
Sekil 4.14. DANP grubu (5) in vivo goriintiileri

Tablo 4.3 ve Sekil 4.14 ’den de goriildiigli gibi DANP tedavisinden sonra 1.
farenin 7. giinde tiimdr hacmi 326,5 mm? ‘den 14. giinde tiimér boyutu 30,6 mm?’
e kiigililmiistiir. Ayrica 25,3 mm® ve 49, mm®liikk kiiciik tiimér olusumlari
gozlemlenmektedir.

DANP grubunda yeralan 3. nude fare 6. giinde ex olmustur, bu nedenle
goriintii alinamamastir.
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4.2 Ornek Hazirlama ve Protein Izolasyonu

Herbir gruptan elde edilen karaciger dokular1 14. giiniin sonunda kendi grubu
icinde parcgalanarak, birlestirilmistir (pooled sample). Karaciger dokularin
homojenizasyonu sonrasi hazirlanan karaciger lizatlariin protein miktariin
belirlenmesi i¢in standart grafigi olusturulmustur (Sekil 4.15). Grafik
dogrultusunda herbir deney grubuna ait tiim 6rneklerin (pooled sample) igerdigi
protein miktar1 1D ve 2D elektroforez ve kiitle spektroskopisi analizleri i¢in

hesaplanmustir.

Bradford Standart Grafigi

0,040

y = 2E-05x+0,0029 -
0,035 R2=0,9945 -
0,030
0,025 .
F
§0020 .
=
2 °.
20,015 2
0,010 r
0,005 | —"'®
Ix
0,000
00 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 1600,0

ug/ml
Sekil 4.15. Bradford Tayini Standart Grafigi

y=2E-05x+0,0029 bradford standart grafigi denklemi dogrultusunda; Grup 1:
Saglikli karaciger dokusu protein miktari: 21,2 pg/uL, Grup 2: Kanser karaciger
dokusu protein miktart: 38,7 pg/uL, Grup 3: Doksorubisin tedavi sonrasi protein
miktart: 33,4 pg/uL, Grup 4: DANP tedavi sonrasi karaciger dokusu protein
miktart: 23,45 ng/uL olarak hesaplanmistir.

4.3 Proteinlerin SDS-PAGE Teknigi ile Kiitlelerine Gore Ayrilmasi

Herbir deney grubundaki karaciger lizatlarinin kalite kontrolii i¢in 6rnekler
4-20% Tris HCI anyKD precast jelde yiriitiilmiistiir. Goriintiilenen jelde proteinlere
iligkin bant ayrimlari agik¢a goriilmektedir. Elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.16° da

verilmigtir.
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Sekil 4.16. Protein 6rneklerinin deney gruplari bazinda jel goriintiisii (Soldan saga bantlar:
Marker-Saglikli grup-DANP tedavi grup-Doksorubisin tedavi grup-Kanser grup)

» 1D (birinci boyut) jel elektroforezi

1D (birinci boyut) jel elektroforezi izoelektrik fokuslama i¢in iki farkli tipte

IPG jel ve iki farkl izoelektrik fokuslama protokolii uygulanmustir.
Protokol 1 :

Herbir deney grubu i¢in grup i¢i 3 paralel olacak sekilde 12 adet ReadyStrip
IPG pH 3-10, 11 cm (BIORAD) hazir jeller ile; 1. basamakta voltajin sabit olup,
akimin degistigi “rapid mode” modda 20 dakika, 2. basamakta voltajin asagidaki
formiil dogrultusunda artt1g1 “Gradual ramping mode” modda 1 saat V =B + (N? x
(E — B)/T?) (B = baslangi¢ voltaji, E = bitis voltaji, N = deney siiresi, T = toplam
zaman) ve 3. Basamakta yine rapid modda yaklasik 2,5 saat izoelektrik fokuslama
gerceklesmistir (Protean®, 2024). 1D elektroforez sonrasi jeller 2D elektroforez
yapilacagi i¢in boyanarak kontrolii yapilmamuistir. 2D eletroforez igin jeller -20 °C

saklanmustir.
Protokol 2 :

Herbir deney grubu i¢in grup i¢i 3 paralel olacak sekilde 12 adet ReadyStrip
IPG pH 3-10, 11 cm NL (non lineer) (BIORAD) hazir jeller ile 1. basamakta 250
voltajin sabit olup, akimin degistigi “rapid mode” modda 20 dakika, 2. Basamakta
8000 voltajin sabit modda 2,5 saat 3. Basamakta 30000 voltta izoelektrik fokuslama

gerceklesmistir.



59

» 2D elektroforez (2D SDS-PAGE)

Protokol 1 :

IEF sonrast ReadyStrip IPG pH 3-10, 11 cm (BIORAD) hazir jeller
bekletilmeden 25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1% SDS iceren pH 8.3
Tris/Glycine/SDS igeren yiiriitme tamponu eklenerek Criterion Dodeca BIORAD
cthazinda 1sinmanin kontrolii i¢in sabit 200 V yerine 120 V’ da 58 dakika 4-20%
Crit TGX Stain-Free 11cmIPG/prep+1 jeller (BIORAD) iizerinden yiiriitiilmiistiir.
Jellerin stain free Ozelliginden dolayr boyama oncesi goriintiileri direk cihaz
ekraninda alimarak kontrol edilmistir. Sonrasinda Jeller Coomassie(Brilliant) Blue

ile boyanarak gortintiileri White screen(BIORAD) kulanilarak alinmistir.

4-20% Crit TGX Stain-Free 11cmIPG/prep+1 Precast hazir jel kullanimu ile
gergeklestirilen elektroforez sonrasi elde edilen jel goriintiileri kontrol grubu
(Kanser grup) ve test gruplar1 (DANP tedavi ve Doksorubisin tedavi) dogrultusunda
karsilastirilmistir. Ayrica saglikli gruba karsin kanser grubunun da karsilastirilmasi
yapilmistir. Saglikli grup (n=3), Kanser grup(n=3), Doksorubisin grup (n=3) ve
DANP grup (n=3) 2D jel goriintiileri Sekil 4.17°de verilmistir.
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10 p 3 10 pH 3 10 o 3 MkDa)

Sekil 4.17. Saglikli grup (n=3), Kanser grup(n=3), Doksorubisin grup (n=3) ve DANP grup (n=3)
2D jel gorintiileri (pH 3-10, 11 cm IPG Strip jel ile)

NP

Kanser

Jel goriintlilerinin analizi i¢in kontrol ve test 6rnekleri tanimlanmistir. Jel
goriintii analizlerinin PdQuest Advance (BIORAD) 8.0 versiyonu ile spot analizleri
yapilmasi i¢in Oncelikle goriintiiler export edilerek tif uzantisinda kaydedilmistir.
Herbir deney grubuna ait master jel secilerek her bir grup i¢in hem kendi paralel
goriintiileri(grup i¢i) hem de kontrol ve test gruplart (gruplar arasi) arasinda
kargilastirmalar1 yapilmistir. Spotlarin analizi 6ncesi herbir jel i¢in analizde
kullanilan tiim spotlarinin toplam intensitelerinin (densitelerinin) her bir spotun
intensitelerine (densitite) oranlanmasi ile normalizasyon se¢imi yapilmstir.
Kontrol ve test gruplar1 arasinda farklilasan (artan veya azalan protein
ekspresyonlari (ifade edilen proteinleri)) proteinlerin tespiti i¢in istatistiksel olarak
en az iki kat degisim kriterine uygun olanlar Quant adinda analiz kiimesinde
belirlenmistir. Kontrol ve test gruplarinin kendi icinde istatistiksel olarak % 95
giiven seviyesinde intensiteleri ayni oldugu saptanmis spotlar Statistic, Statistic ve

Quant kiimelerinin kesisim kiimesi olan analiz kiimesi Booln ad1 altinda grup i¢inde
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% 95 gliven seviyesinde intensiteleri uyusan, gruplar arasinda ise en az 2 kat

intensiteleri farklilasan spot sayilar1 belirlenmistir.

Kontrol (Kanser) ve Test (DANP tedavi grubu) grubuna ait herbir grupta 3
paralel jel  goriintiilerinin  degerlendirilmesi  PdQuest™  analizi ile
gergeklestirlmistir. Quant kiimesinde 53 adet spot, Statistic kiimesinde 21 adet spot
ve her iki kiimenin kesisim kiimesi olan Booln kiimesinde ise 11 adet spot
saptanmistir. LC-MS ile karakterize edimek lizere 8 adet spot se¢ilmistir (Sekil
4.18).

Fie Edit View Anayee fepot Window Help

Jefe hfNoR FTROGRDMER | [Ep——
e — B (EoToTro. Do
BOKS® Q] [S-%-[v- PH-X-%- W |y | oo

@ et A e e mser_scks
CRepl Got | B frAus) o mp_outo
o

Aoy Sol = | [@Nomaize ot quaries

coet

T o=
0 1 4

# Ciick o a dot fo center the mages. Oispiay opbors.

[ _tee J[B P (@ Fs (B e

Sekil 4.18. Kanser gruba karsit DANP tedavi grubu dagilim grafiginden ilgili spot yerinin
tanimlanmasina ait PdQuest temsili gdriintiisii (spot 5502)

Kontrol (Kanser) ve Test (Doksorubisin tedavi grubu) grubuna ait herbir
grupta 3 paralel jel goriintiilerinin degerlendirilmesi PdQuest™ ile analizi ile
gergeklestirilmistir. Quant kiimesinde 23 adet spot, Statistic kiimesinde 22 adet spot
ve her iki kiimenin kesisim kiimesi olan Booln kiimesinde ise 9 adet spot
saptanmistir. LC-MS ile karakterize edilmek iizere 7 adet spot se¢ilmistir (Sekil
4.19).
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Sekil 4.19. Kansere karst Doksorubisin tedavi grubu dagilim grafiginden ilgili spot yerinin
tanimlanmasina ait PdQuest temsili goriintiisii (spot 3403)

Protokol 2:

IEF sonras1 ReadyStrip IPG pH 3-10, 11 cm NL (non lineer) (BIORAD) IPG
strip jeller 11 cm 4-20% Criterion TGX Stain-Free 11cmIPG/prep+1 jeller
(BIORAD) iizerine yerlestirilerek 25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1% SDS igeren
pH 8.3 Tris/Glycine/SDS igeren yiiriitme tamponu eklenerek Mini Dodeca
BIORAD cihazinda sabit 200 V’ da 40 dakika yiiriitiildii. Sonrasinda Jeller
Coomassie(Brilliant) Blue ile boyanarak goriintiileri White screen(BIOAD)
kulanilarak alinmistur.

Elde edilen jel goriintiileri Kontrol Grubu ve Test gruplart dogrultusunda
karsilastirilmistir. Saglikli grup (n=3), kontrol (Kanser) grup (n=3), Doksorubisin

tedavi grup (n=3) ve DANP tedavi grup (n=3) elde edilen jel goriintiileri Sekil 4.20°
da verilmigtir
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10 M (kDa)

Saglikli

Sekil 4.20. Saglikli grup, Kanser grup, Doksorubisin grup (n=3) ve DANP grup (n=3) 2D jel
gortintiileri (pH 3-10, 11 cm NL (non lineer) IPG Strip jel ile)

Bu jellerde istenilen spot sayisina ulagilamamistir. Nokta eslestirme i¢in
kapsanan alanin daraltilmasi (14-70 kDa arasinda) ol¢iimde istatistiksel olarak
degisikliklere yol agmustir. Bu sebeple, spot se¢imi i¢in; izoelektrik fokuslamada
11 cm strip boyu ve pH:3-10 araligina uygun IPG Stripler ( ReadyStrip IPG pH 3-
10, 12 x 11lcm/ BIORAD), 2D elekroforezde ise marker kuyucugu igeren 4-20%
Crit TGX Stain-Free 11cmIPG/prep+1 jeller (BIORAD)’in kullanimi tercih
edilmistir.

4.4  Proteinlerin Kiitle Spektrometresi ile Tayini

Calismamizda asagidan yukar1 proteomik yaklasimin iki farkli metodu; jel
bazli LC-MS ve etiketsiz nLC-MS karsilastirmali proteomik c¢aligmasi
gerceklestirilmistir. Etiketsiz LC-MS calismasinda tedavi gruplarina ait 6rnekler
kanser Orneklerine gore oranlanarak, veriler abundans oran1 dlgiilerek
degerlendirilmistir. Her iki yaklagima ait veriler ve bulgular Tablo 4.4, Tablo 4.5
ve Tablo 4.6’ da sunulmustur.
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4.4.1 Poliakrilamid jelden proteinlerin ayristirilmasi ve kiitle
spektrometresi ile tanimlanmasi

Jel bazli yaklasimda, elde edilen jel haritasinda cerceve noktalarindaki
spotlarin ayiklanmast ve ¢alisma bolgesinde bulunan proteinler goézoniinde
bulundurularak PDQuest iizerinden tanimlama yapilmistir. Bunlardan yalnizca
p < 0,05 ve ekspresyonda 2 kat degisiklik gdsteren protein noktalar1 segilmistir.
Tedavi gruplarinda p < 0,05 ve ekspresyonda 2 kat degisiklik gosteren 15 protein

belirlenmistir.

2D elektroforez sonrast elde edilen spotlar Proteome Factory AG
(Almanya)’da LC-MS analizi ile analiz edilmistir. Elde edilen bulgular asagidaki
gibidir:

Jel bazli yaklasimda, DANP tedavisi sonrasi Kalretikulin, Glutamat
dehidrogenaz, fruktoz-bisfosfataz aldolaz B, regukalsin proteinlerinin yukari
ekspresse oldugu 60 kDa 1s1 sok proteini, 71 kDa 1s1 sok proteini, yag asidi baglama
proteini 1 ve endoplazmik retikulum saperon BiP protein yapilarinin ise asagi

ekspresse oldugu Mascot yiiksek skor degerlerde tespit edildi (Tablo 4.4).

Tablo 4.4.  Jel bazli LC-MS sonucu DANP tedavisi sonrasi degisen proteinler

DANP tedavisi sonrasi yukari regiile olan proteinler (Jel bazli LC-MS)

Erisim numarasi Protein skor pl Mr
P14211 Kalretikulin 4146 4,33 48136
P26443 Glutamat dehidrogenaz 11412 8,05 61640
Q91Y97 Fruktoz-bisfosfofosfataz aldolaz B 13191 8,52 39938
Q64374 Regukalsin 33899 5,15 33899

DANP tedavisi sonrasi asagi regtile olan proteinler (Jel bazli LC-MS)

Erisim numarasi Protein skor pl Mr
P07724 60 kDa 1s1 sok proteini, 21809 5,91 61088
P12710 71 kDa 1s1 sok proteini, yag asidi baglama 26945 5,37 71055
P20029 Yag asidi baglama proteini 1 3797 8,59 14294
P20029 Endoplazmik retikulum saperon BiP 26118 5,07 72492

Doksorubisin tedavi grubunda ise hemoglobin alt birim beta yukar1 ekspresse
olurken; albiimin, yag asiti baglama proteini 1, serotransferrin, Endoplazmik
retikulum saperon BiP, peroksiredoksin-1, glutamat dehidrogenezin agag1 ekspresse
oldugu Mascot yiiksek skor degerlerinde tespit edildi (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5.  Jel bazli LC-MS sonucu Doksorubusin tedavisi sonrasi degisen proteinler

Doksorubisin tedavisi sonrasi yukari regile olan proteinler (Jel bazli LC-MS)

Erisim numarasi Protein skor pl Mr
P02088 Hemoglobin alt birimi beta 2005 9,14 15944

Doksorubisin tedavisi sonrasi asagi regiile olan proteinler (Jel bazli LC-MS)

Erisim numarasi Protein skor pl Mr
P07724 Albiimin 28220 592 |70700
P12710 Yag asidi baglama proteini 1 4182 8,59 14294
P20029 Endoplazmik retikulum saperon BiP 19458 5,07 72492
P35700 Peroksiredoksi-1 6628 8,26 |22390
P26443 Glutamat dehidrogenaz 1 11806 8,05 |61640
Q92111 Serotransterrin 22947 6,94 78841

4.4.2 Karaciger dokusundan proteinlerin kiitle spektrometresi ile
belirlenmesi

» FASP ile proteinlerin trypsin ile kesimleri ve peptitlerin eldesi

FASP protokoliinde baslangi¢ peptid sayisi ile triptik parcalama sonrasi elde
edilen Peptid Spectrum Eslesmeleri (PSMS) sayisina ait veriler karsilastirilmis ve
triptik parcalama sonunda kalan peptid sayisina ait verilere ait grafik Sekil 4.21° de
sunulmustur. Grafik, kiitle spektrometresi tayini oncesi peptid sayisinin triptik
parcalanmasi sonrasinda kalmayacak kadar azaldigini ve triptik parcalamanin

uygun oldugunu gostermektedir.

Data Source: [PSMs - # Missed Cleavages ][R
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Sekil 4.21. FASP protokoliinde baslangi¢ peptid sayist ile triptik pargalama sonrasi elde edilen
PSMS sayisina ait grafik
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»  Nano-Sivi Kromatografisi Kiitle Spektrometresi (NLC-MS/MS) analizi ve
verileri

nLC-MS/MS sonucunda veritabanina ait 1434 adet protein yap1 iizerinden
1200’e yakin protein i¢in deney gruplarina ait abundans verileri elde edildi.
Proteom Discoverer 2.5 yazilimi (Thermo Scientific, ABD) dogrultusunda
hesaplanan ve kanser gruba karsi DANP tedavi grubu, kanser gruba karsi
Doksorubisin tedavi grubu, kanser gruba karsi saglikli grup icin degisim gosteren
tiim proteinlere ait veriler Tablo 4.6 *de sunulmustur. Tiim deney gruplarina ait elde
edilen abundas verilerine bakildiginda; degisen kosullar altinda (tedavi uygulamasi
oncesi/sonrasi) proteomik verilerde regiilasyonlar oldugu goriilmektedir. Kontrol
gruplarina karsi tedavi gruplar1 karsilastirilarak elde edilen abundance oranlari;
yukar1 regule proteinler i¢in: >2 asagi regule proteinler i¢in <0.5 kriteri se¢ilmistir.
Elde edilen tiim verilerde PSMS i¢in q degerlerinin (minimum yanlis kesif orani)
0.05 den ¢ok cok kii¢iik oldugu goriilmektedir. Bu da tez ¢alismasi kapsaminda
gerceklestirlen analizin kalitesini ve sonuglarin gilivenilirligini ifade etmektedir
(Kall et al., 2008).

Etiketsiz nLC MS sonucu elde edilen regiile proteinlerden koyu pembe
dolgulu degerler: yukar1 regiilasyon gdsteren protein degerlerini, yesil dolgulu
degerler: asagi regiilasyon gosteren protein degerlerini ifade etmektedir (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6.  Etiketsiz nLC MS sonucu elde edilen regiile proteinler (koyu pembe dolgulu
degerler: yukar regiile protein degerlerini, yesil dolgulu degerler: asagi regiile
protein degerlerini ifade etmektedir.)

Erisim 5 o # MW Abundans Orani: | Abund; rani: | Abunds rani:
Protein q-defieri 5 pl z
numarast Aminoasit | [kDa] (NP}/ (Kanser] | (DOX)/ (Kanser) |(Sagiikli) / (Kanser)
P56393  |Cytochrome c oxidase subunit 78, mitochondrial 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=Cox7b PE=1 SV=1 0,039 80 9 1027 1000,000 1000,800 1000,000
Q3uUP87 il elastase 05=Mus musculus O lane PE=1 SV=1 0,027 265 28,6 | 1001 1000,000 1000,000
(Q8ROX7__|sphingosine-1-phosphate lyase 1 05=Mus musculus OX=10090 GN=Sgpl1 PE=1 SV=1 0,046 568 | 63,6 | 9,1 1000,000 0,00
008692 ilic granule protein 05=Mus musculus OX=10090 GN=Ngp PE=1 SV=1 0 167 | 193 | 531 9,758 14,754
P56391  |Cytochrome c oxidase subunit 681 0S=Mus musculus OX=10080 GN=Coxbbl PE=1 SV=2 0,037 85 101 | 872 5,195 1,682
QBCIM7 | Cytochrome P450 2026 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Cyp2d26 PE=1 5V=1 0 500 | 560 | 654 4351 | 0001
P09528  [Ferritin heawy chain O5=Mus musculus OX=10090 GN=Fth1 PE=15V=2 0 182 21,1 | 588 3,596 33,882
P31725  |Protein $100-A9 0S=Mus musculus OX=10090 GN=5100a9 PE=1 SV=3 0 113 13 717 3,438 4,403
£20391  |Ferritin fight chain 1 0S-Mus musculus OX-10090 GN=Ftl1 PE=1SV=2 0 183 (28| 6 3415 37,592
P35576 | Glucose-6-phosphatase catalytic subunit 1 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Gépc1 PE=1 0,001 357 | 404 | 9m 3,405 2,399
P7926  |Oxytocin receptor 05=Mus musculus OX=10090 GN=Oxtr PE=2 Sv=2 0,024 388 | 428 | 95 3036
Q05117 |Tartrate-resistant acid type 5 OS=M ulus O 95 PE=1 V=2 0,037 327 | 368 | 89 2,786 3,719
QO5816 _|Fatty acid-binding protein 5 05=Mus musculus OX=10090 GN=Fabp5 PE=15v=3 o 135 [ 151 | 854 2,734 1,222
Q8BTMS8 _ |Filamin-A 0S=Mus musculus O%=10090 GN=Fina PE=1 SV=5 0 2647 281 | 604 2,702 2,621
P10107  |Annexin A1 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Anxal PE=1 SV=2 0 346 387 | 7137 2,582 3,504
ADADABYW?7 |Lipocalin 2 (Fragment) 05=Mus musculus OX=10090 GN=Lcn2 PE=1 V= 7 31 | 938 2,485 5,368
E9QN37 pressed gene 1 protein O5=Mus musculus DX=10090 GN=Mpegl PE=1 5V=1 720 [ 791 | 604 2,319 4,502
P27005  |Protein $100-A8 0S=Mus musculus OX=10090 GN=5100a8 PE=15V=3 89 103 | 568 2,256 4,534
Q91298 |Chitinase-like protein 4 05=Mus musculus OX=10090 GN=Chil4 PE=1 SV=2 402 449 | 619 2,188 4,375
Q9RIP1  |Proteasome subunit beta type-3 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Psmb3 PE=1 SV=1 205 | 229 | 655 2,043 2,328
ADA140T&PS [Immunoglobulin kappa variable 14-111 { 05=Mus musculus O e 11 PE=4 5V=2 117 [ 132 | 657 2,022 9,845
Q55UR0 _ [Phospharibosylformylalycinamidine synthase O5=Mus musculus OX=10090 GN=Pfas PE=1 SV=1 0,018 1337 | 1445| 567 2,001 2,166
Q3V117  |ATP-citrate synthase 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Acly PE=1 V=1 0 1101 [120,7 | 744 1,963 1,083
OIROHO  |Peroxisamal acyl-coenzyme A oxidase 1 05=Mus musculus OX=10090 GN=Acox1 PE=1 SV=5 o 661 | 746 | BAS 1875 1,088
P19639 i Mu 3 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Gstm3 PE=1 SV=] 0 218 257 | 777 1,780 3,436
ADASHIZRKS |Immunoglobulin kappa constant {Fragment) 05=Mus musculus OX=10090 GN=lgkc PE=1 SV=1 0 107 | 119 | 541 1,666 1,012
Q91WJ2  |Solute carrier family 22 (organic cation ), member 26 05=Mus musculus OX=10090 GN=5lc22a26 PE=1 SV=1 0,025 552 613 | 827 1,638 1,181
PEO0766 | Cell division contral protein 42 homolog 05=Mus musculus OX=10090 GN=Cdc42 PE=1 5¥=2 0 191 [ 21,2 | 855 1,589 1,491
Q90C61 | Mitochondrial-processing peptidase subunit alpha OS=Mus musculus 0X=10090 GN=Pmjpca PE=1 SV=1 0,022 524 58,2 | 683 1,551 2,250
34721 |Asialoglycoprotein receptor 2 05=Mus musculus OX=10090 GN=Asgr2 PE=1 SV=1 0,023 301 | 349 | 521 1,514 1,567
QA0AGY in heavy constant gamma 1 {G1m marker) (Fragment) 0S=Mus musculus OX=10080 GN=Ighg1 PE=1 SV=1 0 303 | 434 | 644 1,498 6,140
P16015  |Carbenic anhydrase 3 05=Mus musculus OX=10090 GN=Ca3 PE=1 5V=3 o 260 | 293 | 7,37 1471 1,099
ADADR4ICB7 |Protein SDAL O5=Mus musculus 0X=10090 GN=5dad1 PE=1 V=1 0,007 687 795 | 92 1,445
QBVCC2 _ |Liver carboxylesterase 1 05=Mus musculus OX=10090 GN=Ces1 PE=1 5V=1 0 565 626 6 1,398 ! 0,271
009043 |Napsin-A O5=Mus musculus 0X=10090 GN=Napsa PE=1 5¥=1 0,028 419 455 | 75 1,392 1,263
P12246  |Serum amyloid P-component OS=Mus musculus OX=10090 GN=Apcs PE=1 5V=2 0 224 26,2 | 635 1,360 7179
P02088  |Hemoglobin subunit beta-1 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Hbb-b1 PE=1 SV=2 0 147 158 | 7565 1,337 0,797
PEBO33  |Actin, alpha cardiac muscle 1 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Actc1 PE=1 Sv=1 0 n 42 | 539 1326 1,084
QBCBBS | Histone H2B O5=Mus musculus OX=10090 GN=H2bc23 PE=2 5V=1 o 134 | 149 | 1037 1311 1,386
PO2089  |Hemoglobin subunit beta-2 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=Hbb-b2 PE=1 SV=2 0 147 159 | 805 1,277 0,880
PO1897  |H-2 class | histocompatibility antigen, L-D alpha chain 0S=Mus musculus OX=10090 GN=H2-L PE=1 SV=2 0 362 | 40,7 | 625 1,243 1,787
PO6BO1  |NADP-dependent malic enzyme 05=Mus musculus OX=10090 GN=Me1 PE=1 Sv=2 0 5712 639 | 744 1232 2,576
P70296 _|Phs binding protein 1 OS=M lus O p1 PE=15V=3 0 187 | 208 | 54 1,200 2,006
088833 |Cytochrome P450 4A10 05=Mus musculus OX=10090 GN=Cypdal0 PE=1 SV=2 0 509 | 583 | &75 1,189 D4
08QZR3  |Pyrethroid hydrolase Ces2a 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Ces2a PE=1 V= 0 558 619 | 616 1175 1919
aswsa s yimethioni ine 5 BHMT2 05=Mus musculus DX=10050 GN=Bhmt2 PE=1 5=2 o 363 | 398 | 554 1,156 2,01
Q00897 |Alpha-1-antitrypsin 1-4 05=Mus musculus OX=10090 GN=Serpinald PE=15V=1 0 413 46 | 544 1,154
Q4KNS1  |Histocompatibility 2, Q. region locus 2 0S=Mus musculus OX=10090 GN=H2-02 PE=1 5V=1 0 360 | 40,4 | 539 1,145
Q91vB8  |Alpha globin 1 O5=Mus musculus OX=10090 GN=Hba-a1 PE=1 V=1 0 142 151 | 822 1,095
ase6l3 | 2AB 05=Mus musculus 0%=10090 GN=5ult 2aB PE=1 0 282 | 333 | 702 1,066
E9PZ91  |Bis(5"-adenosyl)-triphosphatase 05=Mus musculus OX=10090 GN=Fhit PE=1 SV=1 0,017 213 | 45| 731 1,050
Q8RO84  |UDP-glucuranosyliransferase 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Ugt2b1 PE=1 SV=1 0 529 60,1 | 837 1,029
462452 |UDP-glucur 149 05=Mus musculus OX=10090 GN=Ugt1a9 PE=1 5V=3 0 528 60 835 1,027
heavy constant mu (Fragment} 05=Mus musculus DX=10090 GN=Ighm PE=1 5v=2 [ 476 | 526 | 639 1,015
Q63880 |Carboxylesterase 3A 05=Mus musculus OX=10090 GN=Ces3a PE=1 S¥=2 0 571 633 | 514 1,003
Q60866 i lated protein 05=Mus musculus OX=10090 GN=Pter PE=1 SV=1 0 349 392 | 667 0,995
QSAYRS  |Acyl-coenzyme A thi 2, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=AcotZ PE=1 SV=2 [ 453 | 495 | 7,36 0,980
Q3voal  |Dynein axonemal heavy chain 12 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Dnah12 PE=1SV=2 0,022 3086 356 | 606 0,963
QOCWS0_ [N(G),N(G)-dimethylarginine dimethylaminohydrolase 1 0S=Mus musculus DX=10000 GN=Ddah1 PE=1 SV=3 0 285 | 314 | 597 0,932 352
0Q9QYY9  |All-trans-retinol dehydrogenase [NAD(+}] ADH4 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Adh4 PE=1 Sv=4 0,01 an 402 | 7,83 0,926 2,054
asvaur |G 3B 05=Mus musculus OX=10090 GN=Ces3b PE=1 5V=2 0 571 | 633 | 592 0,913 4,627
QoaP30 P i coenzyme A diphosphatase NUDT7 05=Mus musculus OX=10090 GN=Nudt7 PE=1 SV=2 ) 236 268 | 634 0,896 3138
014DH7 _ |Acyl-CoA synthet: shart-chain family member 3, mitochendrial 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Acss3 PE=15V=2 0 682 74,5 | 863 0,891 ,40:
035403 |Amine 05=Mus musculus 0X=10090 GN=5ult3a1 PE=1 § o 293 352 | 655 0,890 3919
Q62351 | Transferrin receptor protein 1 05=Mus musculus OX=10090 GN=Tfre PE=1 SV=1 0,006 763 | 857 | 657 0,880 0,761
P63325 405 ribosomal protein $10 OS=Mus musculus OX=10030 GN=Rps10 PE=1 SV=1 0 165 189 | 10,15 0873 0,727
PO7501  |Flavin-containing moncoxygenase 3 05=Mus musculus OX=10090 GN=Fme3 PE=1 SV=1 0 534 605 | 837 0,869 0017
035728 |Cytochrome P450 4A14 05=Mus musculus OX=10050 GN=Cypdald PE=1 5V=1 0 507 | 587 | 878 0,859 0,320
Q51792 |LIM and 5H3 domain protein 1 05=Mus musculus OX=10090 GN=Lasp] PE=1 SV=1 0 263 30 | 705 0,854 0,661
Qb1781  |Keratin, type | cytoskeletal 14 DS=Mus musculus OX=10090 GN=Krt14 PE=15V=2 0 484 528 | 517 0,841 1,662
Qoiws2  |Tr protein 19 05=Mus musculus OX=10090 GN=Tmem19 PE=1 SV=1 0,023 336 363 | 1712 0,803 2,387
Q9D566 0S=Mus musculus DX=10090 GN=Suft1e1 PE=1 5V=1 0 205 | 356 | 7,01 0,781 032 |
QK19 |24-hydroxycholesterol 7-alpha-hydraxylase 05=Mus musculus OX=10090 GN=Cyp39al PE=1 5¥=1 0 470 | 535 | 884 0779 0430
D3YZ73  |Mitachondrial amidoxime reducing component 1 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Mtarcl PE=1 S¥=2 0 342 38 832 0,772 0,649
Q91%75  |Cytochrome P450 0$=Mus musculus OX=10080 GN=Cyp2a5 PE=1 SV=1 0 494 | 567 | 92 0,740 0,501
QOEPS6 |solute carrier organic anion transporter family member 144 0S-Mus musculus OX=10090 GN=Slcolad PE=1 Sv=1 0 670 | 739 | 759 0,737 0435 |
P04247  |Myoglobin OS=Mus musculus 0X=10090 GN=Mb PE=1 SV=3 0 154 171 | 762 0727 6,187
Q8VCR2  [17-beta-hydroxysteroid dehydrogenase 13 05=Mus musculus OX=10090 GN=Hsd17b13 PE=1 §v=2 [t} 304 | 334 | 888 0,696 0,703
ADADR4I0IL |Serine (or cysteine] peptidase inhibitor, clade A member 3K 05=Mus musculus OX=10090 GN=Serpina3k PE=1 5V=1 0 418 | 466 | 516 0,694 3,203
P41317  |Mannose-hinding protein C 05=Mus musculus DX=10090 GN=Mbl2 PE=15V=2 0 234 [ 259 | 506 0,679 0,776
QIDCYD | Glycine N-acyliransferase-like protein Kegl OS=Mus musculus OX=10090 GN=Keg1 PE=1 SV=1 0 295 | 337 843 0,650 3,145
Q92111 |Serotransferrin 05=Mus musculus OX=10090 GN=Tf PE=1 §V=1 0 697 76,7 | 718 0,647 0,578
03063 |F is aldolase € 05=Mus musculus OX=10090 GN=Aldoc PE=1 SV=4 0,001 363 | 394 | 712 0,566 0,001
Q64464  |Cytochrome P450 3A13 05=Mus musculus OX=10090 GN=Cyp3a13 PE=15V=1 0 503 575 | 857 O;‘lqi,
Q8KORG6 | Glycolipid transfer protein domain-cantaining protein 2 05=Mus musculus OX=10090 GN=Gltpd2 PE=1 S=1 0,002 321 [ 344 | 916 i 0,016
E9QPS6  |Apolipoprotein C-Hl 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Apac3 PE=1 5V=1 0 137 | 152 | 557 0,838
AQAOR41039 |Histidine-rich glycoprotein OS=Mus musculus OX=10090 GN=Hrg P [ 536 | 60,4 | 7,61 0,509
PO6728 i ytein A-IV 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Apoa4 PE=1 SV: 0 395 45 547 0,382
AOAQAGYVPO |Immunoglobulin heavy constant gamma 28 (Fragment} 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Ighg2b PE=1 5%=2 0 405 443 | 652 0476 1
ADALY7VING heavy constant gamma 3 (Fragment) 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Ighg3 PE=4 SV=1 0,022 399 14 | 704 0,429
ABYSNA id {17-beta) 13 D8=Mus musculus DX=10090 GN=Hsd17b13 PE=1 SV=1 0 264 [ 294 | 958 1,057
Q90404 |3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase, mitochondrial 05=Mus musculus 0X=10090 GN=0xsm PE=1 SV=1 459 | 48,6 | 7,06 1,090
ESQOF0 __ |Keratin 78 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Krt78 PE=1 SV=: ] 1068|1122 | 7,97 1,504
Q9DAKS |14 kDa istidi 05=Mus musculus OX=10090 GN=Phpt1 PE=1 SV=1 0,008 124 14 5,53 0,863
| in kappa variable 8-19 (Fragment) 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=Igkv8 19 0,013 121 133 ] 4% 5,075
Q61578 |NADPH:adrenodoxin exidoreductase, mitochondrial 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Fdxr PE=1 SW=1 0,03 494 54,2 | 866 3,207
INADH dehydrogenase [ubiguinone] 1 alpha subcomplex subunit 6 05=Mus musculus OX=10090 GN=Ndufab PE=1 Sv=1 0,01 131 | 153 1041 0,807
Q90782 |Cholesterol side-chain cl enzyme, m ial 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Cyp11al PE=1 5V=1 0,016 526 | 603 | 939 1000,000
Q00898 |Npha- 1-antitrypsin 1-5 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Serpinale PE=1 5V=1 0 413 459 | 573 1000,000
ESQIZ0  |Keratin 90 O5=Mus musculus OX=10090 GN=Krt90 PE=1 SY=1 0 538 582 | 825 1000,000
P04938 _ |Major urinary protein 11 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=Mup11 PE=15V=2 0 181 20,7 | 494 51,777
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DANTP ile tedavi edilmis karaciger dokusundan elde edilen proteinler kontrol
grubu karaciger kanser dokusu ile karsilastirilmistir. Ilag uygulandiginda bazi
proteinlerin ifadesinin degismis olup, yukar1 regule (upregulated) eksprese oldugu
ya da asagi regule (downregulated) eksprese oldugu bazilarinin ise p < 0.05 olarak
belirledigimiz alanda ayni / benzer 6l¢iide kaldigini tespit edilmistir. Kanser ve
DANP tedavi numuneleri arasindaki karsilastirmada 34 6nemli 6l¢giide diferansiyel
olarak eksprese edilen protein tespit edilmistir (p degeri) < 0,05 ve |log 2 FC[> 1’e
gore ayarlanmig). p < 0.05 olan yukari-regiile (Kontrol 6rnegine goére 2 kat
ekspresyonun arttigl) 22 adet protein ve asagi regiile 12 adet protein (Kontrol
ornegine gore 2 kat ekspresyonun azalmasi) saptanmistir. Elde edilen verilerin
gorsellestirilmesi adina volkan plot diagramindan faydalanilmistir (Sekil 4.22).
Kanser gruba karst DANP ile tedavi grubunu LC-MS ile proteom analizi sonucu
volkan grafigi, kanser gruba kars1 DANP ile tedavi grubunu karsilastirarak ayr1 ayri
proteinlerin goreceli bollugunu (x ekseninde log2 orani olarak ¢izilmistir) gosterir.
Y ekseni, kanser ve DANP ile tedavi grubu arasinda farkli sekilde ifade edilen her
bir protein i¢in Bonferroni'ye gore ayarlanmis P degerini cizer. Log 2 FC: log2 kat
degisimi, diferansiyel proteinlerin kat degisiminin (tedavi sonrasi/oncesi) log2

oranina doniistiiriilmiis degerlerini temsil eder.

Date Source: | Profeins
Comparison: | NP vs. Kanser
Povalue: 005 Log: Feld Change: 1
12y (82<PV. 125 FC) 221(108<PV. 222 FC)

Sekil 4.22. Kanser gruba karst DANP ile tedavi grubunu LC-MS ile proteom analizi sonucu
volkan grafigi.
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Kontrol kanser grubuna gore DANP ile tedavi edilen iki farkli kosuldaki
proteom arasindaki iligki ve varyasyonun ifadesi i¢in Sekil 4.23” de Kanser-DANP

(NP) tedavi dagilim grafigi verilmistir.

Abundances (Grouped): Kanser

10 1

10" 108 10° 10
Abundances (Grouped): NP

10

Sekil 4.23. Kontrol kanser grubuna gére DANP ile tedavi edilen iki farkli kosuldaki proteom
arasindaki iligki

Doksorubisin ile tedavi edilmis karaciger dokusundan elde edilen proteinler
kontrol grubu kanser karaciger dokusu ile karsilagtirildi. Kanser ve Doksorubisin
tedavi numuneleri arasindaki karsilagtirma, 49 6nemli 6l¢iide diferansiyel olarak
eksprese edilen protein tespit edilmistir (p degeri < 0,05 ve |log 2 FC [> 1’e gore
ayarlanmis). p <0.05 olan yukari-regiile (Kontrol 6rnegine gore 2 kat ekspresyonun
artmasi) 30 adet anlamli protein ve 19 adet asagi-regiile (Kontrol 6rnegine gore 2
kat ekspresyonun azalmasi) olmus protein saptanmistir. Elde edilen verileri
gorsellestirilmesi adma volkan plot diagramindan faydalanilmistir (Sekil 4.24).
Kanser gruba karsit Doksorubisin ile tedavi grubu LC-MS ile proteom analizi
sonucu volkan grafigi kanser gruba karst Doksorubisin ile tedavi grubunu
karsilagtirarak ayr1 ayr1 proteinlerin goreceli bollugunu (x ekseninde log2 orani
olarak cizilmistir) gdsterir. Y ekseni, kanser ve Doksorubisin ile tedavi grubu
arasinda farkli sekilde ifade edilen her bir protein i¢in Bonferroni'ye gore

ayarlanmis P degerini ¢izer.
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Data Source: | Proteins
Comparison: | DOX vs. Kanser
Pvalue: 008]  LogsFole Change: i
19 (85< PV, 19<-FC) 301 (34 <PV, 303FC)

-Logt 0 P-value

o0 gy

-10 S 0 5 10
Log2 Ratio

Sekil 4.24. Kanser gruba kars1 Doksorubisin ile tedavi grubu LC-MS ile proteom analizi sonucu
volkan grafigi.

Kontrol kanser grubuna gore Doksorubisin ile tedavi edilen iki farkl
kosuldaki proteom arasindaki iligki ve varyasyonun ifadesi i¢in Sekil 4.25° de
Kanser-Doksorubisin (DOX) dagilim grafigi verilmistir.

Abundances (Grouped): Kanser
5

9

10 10'° 10

Abundances (Grouped): DOX

Sekil 4.25. Kontrol kanser grubuna gére Doksorubisin ile tedavi edilen iki farkli kosuldaki
proteom arasindaki iligki
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Kontrol saglikli doku grubuna gore kanserli doku arasinda iki farkli kosuldaki
proteom arasindaki iliski ve varyasyonun ifadesi i¢in ayrica sekil 4.26° de de

saglikli-kanser doku dagilim grafiginde verilmistir.

Abundances (Grouped): Kanser

11

10° 107 10° 10° 10'° 10

Abundances (Grouped): Saglikli

Sekil 4.26. Kontrol kanser 6rnegine gore Saglikli grubun iki farkli kosuldaki proteom arasindaki
iliski
Sekil 4.22 ve Sekil 4.24 tedavi gruplarinda 6zellikle log2 kat degisimi, 0.5 ile
2 arasinda olan proteinlerin (x ekseninde pembe ve mavi bolge arasinda kalan dikey
cizgiler arasindaki beyaz bolge ile 0 noktasinda kalan alan), degisim miktarinin
verilen veri seti i¢ginde uyumlu bir sekilde artis gosterdigi ve ve rastgele olmadigi

goriilmektedir.

o Verilerin Biyoinformatik Analizi

Tedavi sonrasi degisen proteinler i¢in fonksiyonel genomik verileri
filtreleyerek, degerlendirmek ve proteinlerin yapisal, fonksiyonel ve degisen
ozelliklerini agiklamak icin STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting
Genes/Proteins) veritabanindan yararlanilmistir (Szklarczyk et al., 2023). STRING
Veritaban1 ayn1 zamanda GO (Gene Ontology), Pfam (protein families database) ve
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) gibi bir dizi fonksiyonel
simiflandirma sistemlerini de kullandig1 icin verilerimiz bu veri tabaninda

incelenmistir.
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Etiketsiz nLC-MS yaklagimiyla tespit edilen proteinlerden DANP ile tedavi
sonras1 yukar1 ekspresyona ugrayan 22 adet protein tespit edilmistir (Tablo 4.7).

Tablo 4.7.  DANP tedavi grubu yukari regiile proteinler (etiketsiz nLC-MS analizi ile)

Erigim . Abundans Orani:
Protein MW [kDa] pl
numarasi (NP) / [Kanser)
P56393 Cytochrome c oxidase subunit 78, mitochondrial 05=Mus musculus OX=10090 GN=Cox7b PE=1 SV=1 9 10,27 1000,000
Q3UP87  |Neutrophil elastase 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=Elane PE=1 SV=1 28,6 10,01 1000,000
Q8ROX7  |Sphingosine-1-phosphate lyase 1 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Sgpl1 PE=1 5V=1 63,6 91 1000,000
008692  |Neutrophilic granule protein 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=Ngp PE=1 5V=1 193 531 9,758
P56391 Cytochrome c oxidase subunit 681 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Cox6b1 PE=1 5V=2 101 8,72 5,195
Qacim7 Cytochrome P450 2D26 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=Cyp2d26 PE=1 V=1 56,9 6,64 4,151
P09528 Ferritin heavy chain 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Fth1 PE=15V=2 211 5,88 3,546
P31725 Protein $100-A9 05=Mus musculus 0X=10090 GN=5100a9 PE=1 SV=3 13 117 3,438
P29391 Ferritin light chain 1 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Ftl1 PE=1 5V=2 208 6 3415
P35576 Glucose-6-phosphatase catalytic subunit 1 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=Gépcl PE=1 Sy=2 404 9,01 3,405
P97926 Oxytocin receptor 05=Mus musculus 0X=10090 GN=0Oxtr PE=2 SV=2 428 9,5 3,036
Q05117  |Tartrate-resistant acid phosphatase type 5 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Acp5 PE=1 5V=2 36,8 89 2,786
Q05816  |Fatty acid-binding protein 5 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Fabp5 PE=1 5V=3 151 6,54 2,734
Q8BTM8  |Filamin-A 05=Mus musculus 0X=10090 GN=FIna PE=1 SV=5 281 6,04 2,702
P10107 Annexin AL 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Anxal PE=1 SV=2 38,7 137 2,582
AOADAGYW77 |Lipocalin 2 (Fragment) 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Lcn2 PE=1 SV=1 sl 9,38 2,485
E9QN37  |Macrophage-expressed gene 1 protein 0S=Mus musculus 0%=10090 GN=Mpegl PE=1 SV=1 791 6,04 2,319
P27005 Protein 5100-A8 05=Mus musculus 0X=10090 GN=5100a8 PE=1 5V=3 10,3 5,68 2,256
Q91798  |Chitinase-like protein 4 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Chil4 PE=1 Sy=2 449 6,19 2,188
Q9R1P1  |Proteasome subunit beta type-3 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=Psmb3 PE=1 SV=1 229 6,55 2,043
AOA140T8P9  |Immunoglobulin kappa variable 14-111 (Fragment) 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Igkv14-111 PE=4 5V=2 13,2 6,57 2,022
Q5SURD | Phosphoribosylformylglycinamidine synthase 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Pfas PE=1 SV=1 1445 5,67 2,001

Etiketsiz nLC-MS yaklasimiyla tespit edilen proteinlerden Doksorubisin ile
tedavi sonras1 yukar1 ekspresyona ugrayan 30 adet protein tespit edilmistir (Tablo
4.8).

Tablo 4.8.  Doksorubisin tedavi grubu yukari regiile proteinler (etiketsiz nLC-MS analizi ile)

Erisim numarasi Protein My pl Bhundange Orane
[kDa] (DOX) / (Kanser)

P56393 Cytochrome c oxidase subunit 7B, mitochondrial 05=Mus musculus OX=10090 GN=Cox7b PE=1 V=1 9 10,27 1000,000

Q3UP87 Neutrophil elastase 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=Elane PE=1 SV=1 28,6 10,01 1000,000

E9Q1Z0 Keratin 90 05=Mus musculus OX=10090 GN=Krt20 PE=1 SV=1 58,2 8,25 1000,000
008692 Neutrophilic granule protein 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Ngp PE=1 SV=1 19,3 sl 14,754
P09528 Ferritin heavy chain 05=Mus musculus OX=10090 GN=Fth1 PE=1 SV=2 21,1 5,88 33,882
P31725 Protein $100-A9 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=5100a9 PE=1 SV=3 13 7117 4,403
P29391 Ferritin light chain 1 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Ftl1 PE=1 SV=2 20,8 6 37,592
P35576 Glucose-6-phosphatase catalytic subunit 1 0S=Mus musculus OX=10090 GN=G6pc1 PE=1 SV=2 404 9,01 2,399
Q05117 Tartrate-resistant acid phosphatase type 5 05=Mus musculus OX=10090 GN=Acp5 PE=1 5V=2 36,8 8,9 3,719
Q8BTMS8 Filamin-A OS=Mus musculus 0X=10090 GN=Fina PE=1 SV=5 281 6,04 2,621
P10107 Annexin A1 O5=Mus musculus 0X=10090 GN=Anxal PE=1 SV=2 38,7 7,37 3,504
ADADABYW77 |Lipocalin 2 (Fragment) OS=Mus musculus 0X=10090 GN=Lcn2 PE=1 SV=1 31 9,38 5,368
E9QN37 Macrophage-expressed gene 1 protein 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Mpeg1 PE=1 SV=1 79,1 6,04 4,602
P27005 Protein $100-A8 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=5100a8 PE=1 SV=3 10,3 568 4,534
Q91798 Chitinase-like protein 4 05S=Mus musculus 0X=10090 GN=Chil4 PE=1 5V=2 449 6,19 4,375
QOR1P1 Proteasome subunit beta type-3 05=Mus musculus OX=10090 GN=Psmb3 PE=1 SV=1 22,9 6,55 2,328
ADA140T8P9 |Immunoglobulin kappa variable 14-111 (Fragment) 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Igkv14-111 PE=4 SV=2 13,2 6,57 9,845
Q5SURO Phosphoribosylformylglyci idine synthase 0S=Mus m lus OX=10090 GN=Pfas PE=1 SV=1 1445 567 2,166
P19639 Glutathione S-transferase Mu 3 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=Gstm3 PE=1 5V=2 25,1 7,77 3,436
Q9DCe1 Mitochondrial-processing peptidase subunit alpha 05=Mus musculus OX=10090 GN=Pmpca PE=1 SV=1 58,2 6,83 2,250
ADAOABYWR2 |Immunoglobulin heavy constant gamma 1 (G1m marker) (Fragment) 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Ighg1 PE=1 SV=1 434 6,44 6,140
P12246 Serum amyloid P-component 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Apcs PE=1 SV=2 26,2 6,35 7179
P06801 NADP-dependent malic enzyme 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Me1 PE=1 SV=2 63,9 7,44 2,576
P70296 Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Pebpl PE=1 SV=3 20,8 54 2,006
Q91Ws4 S-methylmethionine--homocysteine S-methyltransferase BHMT2 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Bhmt2 PE=1 SV=2 39,8 6,54 2,291
Q61781 Keratin, type | cytoskeletal 14 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Krt14 PE=1 SV=2 52,8 ST 3,147
AOAOR4J0I1  |Serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A, member 3K 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Serpina3k PE=1 SV=1 46,6 5,16 2,491
P41317 Mannose-binding protein C 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Mbl2 PE=1 SV=2 25,9 5,06 2,459
E9QOFD Keratin 78 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Krt78 PE=1 Sv=1 112,2 Zniie 6,196
AODAOG2JFNS  |Immunoglobulin kappa variable 8-19 (Fragment) 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=lgkv8-19 PE=1 SV=4 13,3 4,96 9,011
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Tablo 4.7 ve Tablo 4.8 ’de verilen DANP ve Doksorubisin grup yukari regiile
proteinlerin STRING analizi, yiiksek giiven araliginda (high confidence=0.700) ve
en fazla 10 baglant1 ayarlar secilerek yapilmistir (Sekil 4.27).

a) b)

Sekil 4.27. a) Etiketsiz kiitle spektrometresi ile tespit edilen DANP grup yukari regiile proteinlerin
proteomik verilerin STRING analizi b) Doksorubisin grup yukari regiile proteinlerin
STRING Analizi (10.05.2024 tarihli STRING version 12.0)

Artan ekspresyona sahip DANP ve Doksorubisin tedavi grubu karaciger
dokusu proteinlerin etkilesim haritasi, 6zellikle hiicre dis1, hiicreler arasi bolge ve
mitokondriyal bilesenler acisindan potansiyel protein etkilesimlerinin
karmagikligin1 gostermektedir. DANP ile tedavi sonrasi yukari regiilasyona
ugrayan proteinler ile Doksorubisin ile tedavi sonras1 yukari regiilasyona ugrayan
proteinlerin farklandig1 STRING analizi dogrultusunda goriilmektedir (Sekil 4.27).
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Molecular Function (Gene Ontology)

GO-term description count in network o strength  false discovery rate
G0:0008199  Ferric Iron binding 40f18 219 0.00011
G0:0008198  Ferrous iron binding 30f35 178 00344 @
(0:0005506 Iran ion binding 70f215 136 0.00011

Sekil 4.28. DANP tedavi grubu yukari regiile proteinlerin molekiiler fonksiyonlarina gore
renklendirilmis STRING analizi (10.05.2024 tarihli STRING version 12.0)

Etiketsiz nLC-MS yaklagimiyla tespit edilen proteinlerden DANP ile tedavi
sonrasi yukart ekspresyona ugrayan proteinlerin Ozellikle sorumlu oldugu
molekiiler fonksiyon demir baglama siiregleri olup, notrofil agregasyonu, demir
iyonu homeostazisi, oksidatif fosforilasyon, elektron tagima zinciri, lipopolisakarit
yaniti, inflamatuar yanit, dogustan gelen bagisiklik yaniti, savunma yaniti,
bagisiklik sistemi gibi biyolojik siireclerde gorev alan proteinler oldugunu ve
potansiyel protein-protein etkilesimlerini gostermektedir. 22 adet yukar1 regiile
olmus proteinlerin molekiiler fonksiyonlarina ve hangi metabolik yolaklarda gérev
aldig1 Sekil 4.28 ve Sekil 4.29° da verilmistir.
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Psmb3 Oxr Chil4

Fias Elane

v Biological Process (Gene Ontology)

GO-term description count in network ystrength  false discovery rate
G0:0070488 Neutrophil aggregation 20f3 2.67 0.0075
G0:0034759 Regulation of iron ion transmembrane transport 20f7 23 0.0208
G0:0018119 Peptidyl-cysteine S-nitrosylation 20f7 2.3 0.0208
G0:0097577 Sequestering of iron ion 30f12 2.25 0.00092
G0:0035425 Autocrine signaling 20f8 2.25 0.0246
G0:0006880 Intracellular sequestering of iron ion 2o0f11 21 0.0384
G0:0031392 Regulation of prostaglandin biosynthetic process 20f12 2.07 0.0427
G0:0002523 Leukocyte migration involved in inflammatory response 30f28 1.88 0.0048
GO:0006879 Cellular iron ion homeostasis 7 of 67 1.87 7.41e-08
G0:0006826 Iron ion transport 60f62 1.83 1.58e-06
G0:0055072 Iron ion homeostasis 8of92 1.79 1.65e-08
G0:0050832 Defense response to fungus 4 of 55 1.71 0.0010
G0:0035821 Modulation of process of another organism 4 0of 55 1.7 0.0010
G0:0050829 Defense response to Gram-negative bacterium 5o0f114 1.49 0.00087
G0:0006119 Oxidative phosphorylation 5of 120 1.47 0.00087
G0:0031532 Actin cytoskeleton reorganization 30f74 1.46 0.0427
G0:0061844 Antimicrobial humoral immune response mediated by antim Sof124 1.45 0.00087
G0:1903036 Positive regulation of response to wounding 3of79 1.43 0.0486
G0:0022900 Electron transport chain 40f125 1.35 0.0106 ®
G0:0050830 Defense response to Gram-positive bacterium 5of 163 1.33 0.0019
G0:0051235 Maintenance of location 40f176 12 0.0310
G0:0015980 Energy derivation by oxidation of organic compounds 60f 275 1.19 0.0014
GO:0042742 Defense response to bacterium 7 of 350 1.18 0.00087
G0:0032496 Response to lipopolysaccharide 50f362 0.99 0.0384
G0:0009617 Response to bacterium 9 of 794 0.9 0.00092
G0:0006954 Inflammatory response 6 of 539 0.89 0.0271 ®
G0:0030001 Metal jon transport 7 of 682 0.86 0.0126
G0:0048878 Chemical homeostasis 10 of 1001 0.85 0.00087
G0:0006812 Cation transport 9 of 906 0.85 0.0018
G0:0098542 Defense response to other organism 10 of 1040 0.83 0.00092
G0:0045087 Innate immune response 7 of 748 0.82 0.0209 @
G0:0006952 Defense response 12 of 1439 0.77 0.00059
GO0:0006811 lon transport 10 of 1238 0.76 0.0024
G0:0042592 Homeostatic process 12 of 1531 0.74 0.00087
G0:0006955 Immune response 10 of 1284 0.74 0.0032
G0:0051240 Positive regulation of multicellular organismal process 10 of 1733 0.61 0.0257
G0:0002376 Immune system process 12 of 2249 0.58 0.0105 ®
G0:0006950 Response to stress 15 of 3453 0.49 0.0083
G0:0065008 Regulation of biological quality 17 of 3943 0.48 0.0022
G0:0051239 Regulation of multicellular organismal process 13 of 3060 0.48 0.0362
GO0:0006810 Transport 16 of 3782 0.47 0.0057

Sekil 4.29. DANP grup yukari regiile proteinlerin biyolojik prosesler dogrultusunda
renklendirilen ve protein-protein etkilesimini gosteren STRING analizi (10.05.2024
tarihli STRING version 12.0)

Etiketsiz nLC-MS yaklasimiyla tespit edilen proteinlerden Doksorubisin ile
tedavi sonrasi yukari ekspresyona ugrayan proteinlerin 6zellikle sorumlu oldugu
molekiiler fonsiyonlar demir iyonu transmembran tasiyici inhibitor aktivitesi,
ferrik/ferrdz iyon baglanmasi, kalsiyuma bagimli protein baglanmasi, demir iyonu
baglanmasi, ge¢is metali iyonu baglanmasi siiregleri olup, nétrofil agregasyonu,
demir iyonu transportu, kompleman aktivasyonu, hiicre Oldiirme, humoral
bagisiklik tepkisi, hiicre yiizeyi tanima reseptor sinyal yolu gibi biyolojik siireclerde

gorev alan proteinler oldugu ve birbirleri ile etkilesimde oldugu tespit edilmistir.
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30 adet yukan regiile olmus proteinlerin molekiiler fonksiyonlarima ve hangi
metabolik yolaklarda gorev aldigr Sekil 4.30 ve Sekil 4.31° de verilmistir.
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Psmb3
v Molecular Function (Gene Ontology)

GO-term description countinnetwork g slrength  false discovery rate
G0:0097690 Iron ion transmembrane transporter inhibitor activity 20f2 2.76 00172 @
(0:0008199 Ferric iron binding 40f18 21 000027 @
(0:0008198 Ferrous iron binding 30f35 1.69 0.0319
G0:0048306 Calcium-dependent protein binding 5o0f94 149 0.0019
G0;0005506 Iron ion binding 60f215 1.21 00034 @
G0:0046914  Transition metal ion binding 10 of 1089 072 00157 @

Sekil 4.30. Doksorubisin tedavi grubu yukart regiile proteinlerin molekiiler fonksiyonlarina gore
renklendirilmis STRING analizi (10.05.2024 tarihli STRING version 12.0)
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GO-term description count in network o strength  false discovery rate
60:1904255 Negative regulation of iron ion transmembrane transporter a... 20f2 276 0.0063
G0:1904039 Negative regulation of iron export across plasma membrane 20f2 2.76 0.0063
G0:0070488 Neutrophil aggregation 20f3 2.58 0.0089 ®
G0:0034759 Regulation of iron ion transmembrane transport 30f7 254 000030 @
G0:1904479 Negative regulation of intestinal absorption 20f6 2.28 0.0223
G0:0018119 Peptidyl-cysteine S-nitrosylation 20f7 o) 0.0273
G0:0002752 Cell surface pattern recognition receptor signaling pathway 20f7 222 00273 @
G0:0097577 Sequestering of iron ion 3o0f12 216 0.0010
60:0035425 Autocrine signaling 20f8 216 0.0325
G0:2000646 Positive regulation of receptor catabolic process 20f10 2.06 0.0434
G0:0001867 Complement activation, lectin pathway 20f10 2.06 0.0434
G0:0060586 Multicellular organismal iron ion homeostasis 20f 11 2.02 0.0492
G0:0044793 Negative regulation by host of viral process 20f11 2.02 0.0492
G0:0006880 Intracellular sequestering of iron ion 20f11 2.02 0.0492
G0:0006879 Cellular iron ion homeostasis 8of 67 1.84 4.63e-09
G0:0006826 Iron ion transport 7of62 1.81 8.40e-08
G0:0002523 Leukacyte migration involved in inflammatory response 30f28 1.79 0.0067
G0:0051873 Killing by host of symbiont cells 30f29 1.77 0.0072
G0:0055072 Iron ion homeostasis 90f 92 1.75 1.53e-09
G0:0050832 Defense response to fungus 50f 85 1.72 4.95e-05
G0:0035821 Modulation of process of another organism 40f 55 1.62 0.0014
G0:0050829 Defense response to Gram-negative bacterium 6of114 1.48 4.95e-05
G0:0061844 Antimicrobial humoral immune response mediated by antim... 60f124 1.44 6.99e-05
G0:0051702 Biological process involved in interaction with symbiont 50f108 1.43 0.00071
G0:0050830 Defense response to Gram-positive bacterium 70f 163 1.39 1.76e-05
G0:0006959 Humoral immune response 8 of 260 1.25 1.76e-05
60:0001906 Cell killing 40of 142 1.21 0.0296
G0:0042742 Defense response to bacterium 9 of 350 117 1.30e-05
G0:0030216 Keratinocyte differentiation 40f156 117 0.0391
G0:0009617 Response to bacterium 12 of 794 0.94 1.14e-05
G0:0051346 Negative regulation of hydrolase activity 6of414 0.92 0.0220
G0:0098542 Defense response to other organism 14 0f 1040 0.89 2.46e-06
G0:0045087 Innate immune response 10 of 748 0.89 0.00025

Sekil 4.31. Doksorubisin grup yukari regiile proteinlerin biyolojik prosesler dogrultusunda
renklendirilen ve protein-protein etkilesimini gosteren STRING analizi (10.05.2024
tarihli STRING version 12.0)

DANP tedavi grubu yanit1 sonras1 yukari regule proteinlerin, Doksorubisin
tedavi grubu yukar1 regule proteinlerine gore ozellilkle oksidatif fosforilasyon,
elektron tasima zinciri reaksiyonlarmi ve lipopolisakkarit yanit reaksiyonlarini
igeren biyolojik siireglerde farklanmaya neden oldugu goriilmektedir. Doksorubisin
tedavi sonrasi protein yanitinda ise DANP tedavi grubu yukari regule proteinlerine
gore kompleman aktivasyonu, humoral bagisiklik tepkisi, hiicre ylizeyi tanima

reseptOr sinyal yolu gibi metabolik siireclerde farklanma oldugu tespit edilmistir.
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DANP ile tedavi sonrasi asag1 ekspresyona ugrayan anlamli 12 protein tespit
edilmistir (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. DANP tedavi grubu asag1 regiile proteinler

Erisim . Abundans Orani:
Protein MW [kDa]| pl

numarasi (NP) / (Kanser)
E9QP56  |Apolipoprotein C-I1l 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=Apoc3 PE=1SV=1 152 | 557 0493
AOAORA4J039  [Histidine-rich glycoprotein 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=Hrg PE=1 SV=1 604 | 761 0471
P06728  |Apolipoprotein A-1V 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Apoa4 PE=1 SVi=3 45 | 547 0434
AOAOAGYVPO  |Immunoglobulin heavy constant gamma 2B (Fragment) 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=Ighg2h PE=1SV=2 443 | 652 0392
AOALY7VING |Immunoglobulin heavy constant gamma 3 (Fragment) 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Ighg3 PE=4 SV=1 4 |74 0387
AYSN4  |Hydroxysteroid (17-heta) dehydrogenase 13 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=Hsd17b13 PE=1 SV=1 294 | 958 0,369
Q9D404  |3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase, mitochondrial 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=Oxsm PE=1 SV=1 486 | 7,06 0,234
E9QOF0  [Keratin 78 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=Krt78 PE=1 SV=1 1122 | 797 0,001
Q9DAK9 |14 kDa phosphohistidine phosphatase 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=Phpt1 PE=1 SV=1 14 |55 0,001
AOAOG2JFN8  |Immunoglobulin kappa variable 8-19 (Fragment) 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=Igkv8-19 PE=1 SV=4 133 |49 0,001
Q61578  |NADPH:adrenodoxin oxidoreductase, mitochondrial 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=Fdxr PE=1 SV=1 542 | 8,66 0,001
Q9CQZ5  [NADH dehydrogenase [ubiguinone] 1 alpha subcomplex subunit 6 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Ndufa6 PE=1 SV=1 153 [10,11 0,001

Doksorubisin ile tedavi sonrasi agsagi ekspresyona ugrayan anlamli 19 protein
tespit edilmistir (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. Doksorubisin tedavi grubu agagi regiile proteinler

- Abundance
Erisim . Mw
Protein pl Orani: (DOX) /
numarasi [kDa]
(Kanser)
Q8CIM7 Cytochrome P450 2D26 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Cyp2d26 PE=1 S5V=1 56,9 6,64 0,001
P97926 Oxytocin receptor 05S=Mus musculus OX=10090 GN=0xtr PE=2 5V=2 42,8 95 0,001
ADAOR4JOB7 |Protein SDA1 05=Mus musculus 0X=10090 GN=5dad1 PE=1 SV=1 795 9,2 0,498
Q8vCcC2 Liver carboxylesterase 1 05=Mus musculus OX=10090 GN=Ces1 PE=1 5V=1 62,6 6 0,271
088833 Cytochrome P450 4A10 05=Mus musculus OX=10090 GN=Cyp4a10 PE=1 5V=2 58,3 8,75 0,48
Q00897 Alpha-1-antitrypsin 1-4 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Serpinald PE=1 SV=1 46 544 0,001
Q4KN81 Histocompatibility 2, Q region locus 2 0S=Mus musculus OX=10090 GN=H2-Q2 PE=1 SV=1 40,4 5,39 0,001
Q60866 Phosphotriesterase-related protein 0S=Mus musculus 0X¥=10090 GN=Pter PE=1 S¥=1 39,2 6,67 0,484
Q3voQ1 Dynein axonemal heavy chain 12 05=Mus musculus OX=10090 GN=Dnah12 PE=1 SV=2 356 6,06 0,491
Q62351 Transferrin receptor protein 1 05=Mus musculus OX=10090 GN=Tfrc PE=1 SV=1 85,7 6,57 0,287
P63325 40S ribosomal protein 510 05=Mus musculus OX=10090 GN=Rps10 PE=1 SV=1 189 10,15 0,467
Q61792 LIM and SH3 domain protein 1 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Lasp1 PE=1 SV=1 30 7,05 0,432
Q9D566 Sulfotransferase 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Sult1el PE=1 SV=1 356 7,01 0,492
D3YZ73 Mitochondrial amidoxime reducing component 1 05=Mus musculus OX=10090 GN=Mtarc1 PE=1 5V=2 38 8,32 0,437
Q91X75 Cytochrome P450 05=Mus musculus OX=10090 GN=Cyp2a5 PE=1 SV=1 56,7 9.2 0,482
Q8VCR2 17-beta-hydroxystercid dehydrogenase 13 05=Mus musculus O%=10090 GN=Hsd17b13 PE=1 5¥=2 334 8,88 0,496
Q92111 Serotransferrin 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Tf PE=1 SV=1 76,7 7,18 0,497
064464 Cytochrome P450 3A13 05=Mus musculus 0X=10090 GN=Cyp3a13 PE=1 SV=1 57,5 8,57 0,368
Q8KOR6 Glycolipid transfer protein domain-containing protein 2 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Gltpd2 PE=1 SV=1 344 9,16 0,409

Tablo 4.9 ve Tablo 4.10 verilen DANP ve Doksorubisin grup asagi regiile
proteinlerin STRING analizi yiiksek giiven araliginda (high confidence=0.700) ve
en fazla 10 baglant1 ayarlar1 segilerek yapilmistir (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. a) Etiketsiz kiitle spektrometresi ile tespit edilen DANP tedavi grubu asagi regiile
proteinlerin STRING analizi b) Doksorubisin tedavi grubu asag: regiile proteinlerin
STRING analizi (10.05.2024 tarihli STRING version 12.0)

DANP ile tedavi sonrasi asagi regiilasyona ugrayan proteinler ile
Doksorubisin ile tedavi sonrasi asagi regiilasyona ugrayan proteinlerin farklandig
STRING analizi dgrultusunda goriilmektedir (Sekil 4.32).

DANTP ile tedavi sonrasi asagi1 ekspresyona ugrayan proteinlerin 6zellikle yag
metabolizmasi (lipaz ihibitor aktivite, yag baglama, kolestrol metabolizmasi LDL
negatif regiilasyonu, Lipoprotein lipaz aktivitenin pozitif regiilasyonu, yag
baglama, yag tasima, HDL modiilasyon, fosfolipid akisi, trigliserid
metabolizmasinin pozitif regiilasyonu, trigliserid katabolik prosesi, silomikron
kalint1 klirensi), metabolit tagima ve ion kanal aktivitesi gibi molekiiler ve hiicresel
siireclerde gorev alan proteinler oldugunu ve birbirleri ile etkilesimde oldugu tespit
edilmistir. 12 adet asag1 regiile olmus proteinlerin molekiiler fonsiyonlar1 ve hangi
metabolik yolaklarda gorev aldig1 Sekil 4.33. ve Sekil 4.34 *de tespit edilmistir.
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Molecular Function (Gene Ontology)

description countinnetwork  ystrength  false discovery rate
Lipase inhibitor actvity 20f14 21 00 @
Chloride channel activity 90f86 208 16413 @
Lipid binding 1201865 12 61610
Trensporter actvity 0ofti72 099 515e06

Sekil 4.33. DANP tedavi grubu asagi regiile proteinlerin molekiiler fonksiyonlarina gore
renklendirilmis STRING analizi (10.05.2024 tarihli STRING version 12.0)
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GO-term
G0O:0010916
G0:0034382
(60:0033700
G0:0051006
G0:0010896
G0:0051004
G0:0010898
G0:0034375
G0:0032375
60:0090208
G0:0033344
G0:0042157
G0:0070328
G0:0042304
G0:0097006
G0:0032374
G0:0046889
G0:0006869
(60:0008203
G0:0006811
G0:0071702
G0:0019538
G0:1901564
G0:0044238
G0:0071704
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Biological Process (Gene Ontology)

description
Negative regulation of very-low-density lipoprotein particle c...
Chylomicren remnant clearance
Phospholipid efflux
Positive regulation of lipoprotein lipase activity
Regulation of triglyceride catabolic process
Regulation of lipoprotein lipase activity
Positive regulation of triglyceride catabolic process
High-density lipoprotein particle remodeling
Negative regulation of cholesterol transport
Positive regulation of triglyceride metabolic process
Cholesterol efflux
Lipoprotein metabolic process
Triglyceride homeostasis
Regulation of fatty acid biosynthetic process
Regulation of plasma lipoprotein particle levels
Regulation of cholesterol transport
Positive regulation of lipid biosynthetic process
Lipid transport
Chelesterol metabolic process
lon transport
Organic substance transport
Protein metaholic process
Organonitrogen compound metabolic process
Primary metabolic process
Organic substance metabolic process

=

count in network

20f5
20f7
3o0f14
20f 11
30f17
3of18
20f12
20f14
20f15
30f31
30f31
110f 130
3of40
3of48
3of 52
30f73
40f 109
12 of 349
30f126
10 of 1238
13 of 1971
12 of 4003
14 of 5039
16 of 7247
16 0f 7673

y Strength
2.66
2.52
239
232
23
2.28
2.28
222
2.19
2.05
2.05
1.99
1.94
1.86
1.82
1.67
1.63
1.6
1.44
0.97
0.88
0.54
0.5
0.4
0.38

Folxr

Apoliia
e, OxST

0.0075
0.0113
0.00040
0.0196
0.00059
0.00065
0.0214
0.0265
0.0289
0.0024
0.0024
6.20e-16
0.0043
0.0062
0.0075
0.0139
0.0019
1.24e-13
0.0498
2.70e-05
6.97e-07
0.0091
0.0028
0.0043
0.0075

false discovery rate

[ 1

Sekil 4.34. DANP tedavi grubu asagi regiile proteinlerin gorevli biyolojik proseslerine gore

Doksorubisin ile tedavi sonrasi asagi ekspresyona ugrayan proteinlerin
ozellikle steroid baglama, yag asidi baglama, oksidorediiktaz aktivite, demir

baglama, hem baglama, glukronosiltransferaz aktivite, steroid sulfotransferaz

renklendirilmis STRING analizi (10.05.2024 tarihli STRING version 12.0)

aktivite gibi molekiiler ve hiicresel siireglerde gorev alan proteinler oldugunu ve

birbirleri ile etkilesimde oldugunu tespit ettik. 19 adet asagi regiile olmus

proteinlerin molekiiler fonsiyonlar1 ve hangi metabolik yolaklarda goérev aldigi
Sekil 4.35 ve Sekil 4.36°da tespit edilmistir.
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Cyp1tai

Rps10
H2-Q2 __ Mup18 O
| \ Cesi
e
B . Sdad1 *&' Serpinatd
Serpinale i
Dnah12

- Pter -
p2d26
a
A

’_ Ugt1a10 -~ =2

Hsd17b13

. Ugt2b38l

Ugt1a6a

v Molecular Function (Gene Ontology)

GO-term description count in network o strength false discovery rate
60:0015020 Glucuronosyltransferase activity 100f34 235 345¢17 @
G0:0070330 Aromatase activity 30f38 1.77 0.0088
G0:0016712  Oxidoreductase activity, acting on paired donors, with incorp... 40f 80 1.58 0.0037 @&
G0:0005504 Fatty acid binding 3of63 1.55 0.0318
G0:0005080 Protein kinase C binding 3of 65 1.54 0.0318
G0:0033293 Momcarb'nxyiic acid binding 4 of 96 15 0.0050

Steroid hydroxylase activity 30f73 1.49 0.0318
Steroid binding 50f132 1.46 0.00093 .
Iron ion binding 50f215 1.24 0.0050 &
Heme binding 40f 182 1.22 0.0318
Protein heterodimerization activity 6of 383 1.07 0.0050
Protein homodimerization activity 80f793 0.88 0.0047 [
Lipid binding 7 of 865 0.78 0.0318 ®
Transferase activity 11 of 2279 0.56 0.0318
( 9 Enzyme binding 11 of 2347 Q.55 00318 @
G0:0003824 Catalytic activity 19 of 5633 0.4 0.0050

Sekil 4.35. Doksorubisin tedavi grubu asagi regiile proteinlerin molekiiler fonksiyonlarina gére
renklendirilmis STRING analizi (10.05.2024 tarihli STRING version 12.0)
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~ Biological Process (Gene Ontology)

GO-term description count in network  , strength false discovery rate
60:0006711 Estragen catabolic process 20f3 27 0.0149 &
G0:0052695 Cellular glucuronidation 100f19 2.6 910e19 @
G0:0009804 Coumarin metabolic process 3o0f16 215 0.0023
G0:0008210 Estrogen metabalic process 6 0f 42 2.03 6.51e-08
G0:0008202 Steroid metabolic process 9 of 285 1.38 1.59e-07 ]
G0:0001889 Liver development 50f164 1.36 0.0026 .
G0:0032787 Monocarboxylic acid metabolic process 14 of 559 1.28 8.77e-12
G0:0043436 Oxoacid metabolic process 16 of 861 115 6.45¢-12
G0:1901615 Organic hydroxy compound metabolic process 60f 516 094 0.0446 &
G0:0044281 Small molecule metabolic process 17 of 1658 0.89 420609 @
G0:0006629 Lipid metabolic process 12 of 1261 0.86 4.26e-05

Sekil 4.36. Doksorubisin tedavi grubu asagi regiile proteinlerin gérevli biyolojik proseslerine gore
renklendirilmis STRING analizi (10.05.2024 tarihli STRING version 12.0)

DANP tedavi grubu yaniti sonrasi asagi regiile proteinlerin, Doksorubisin
tedavi grubu asagi regule proteinlerine gore Ozellikle glukuronil transferaz
aktivitesi, steroid sulfotransferaz aktivitesi, demir baglama, lipit metabolik proses
reaksiyonlarmi igeren metabolik siliregte farklanmaya neden oldugu goriilmektedir.
Doksorubisin tedavi yanit1 sonrasi asagi regiile proteinlerin Gstrojen katabolik
prosesi, hiicresel glukuronidasyon, steroid metabolik proses, sekonder alkol
metabolik prosesi, karaciger gelisimi ve lipit metabolizmasi reaksiyonlarini igeren
siireclerde farklanma oldugu tespit edilmistir.



84

Tablo 4.11. DANP tedavi grup yukari regiile proteinlerin hiicresel lokalizasyonu gosteren
STRING analizi

v

GO-term
60:0071682
G0:0044754
60:0045277
60:0005751
60:0042581
60:0005746
60:0030139
60:0005615
60:0005576
60:0005737

Cellular Component (Gene Ontology)

description
Endocytic vesicle lumen
Autolysosome
Respiratory chain complex IV
Mitochondrial respiratory chain complex IV
Specific granule
Mitochondrial respirasome
Endocytic vesicle
Extracellular space
Extracellular region
Cytoplasm

count in network o strength

20f3
30f15
50f28
40f25
20f15
50f90
40f220
1201814
14 of 2609
28 0f 11788

2.67
2.15
2.1

2.05
197
1.59
m
0.67
0.58
0.22

false discovery rate
0.0033
0.00061
1.93¢-06
5.22e-05
0.0382
0.00011
0.0382
0.00089
0.00091
0.0030

Tablo 4.12. Doksorubisin tedavi grup yukar regiile proteinlerin hiicresel lokalizasyonu gosteren
STRING analizi

GO-term
60:0071682
60:0044754
60:0001533
60:0005615
60:0005576

Cellular Component (Gene Ontology)

description
Endocytic vesicle lumen
Autolysosome
Cornified envelope
Extracellular space
Extracellular region

Doksorubisin  tedavi  grubu

yukari

count in network strength

20f3
30f15
40f 63
170 1814
20 0f 2609

regule

2.59
207
1.87
0.74
0.66

false discovery rate
0.0095
0.0024
0.0025
1.56e-06
1.56e-06

proteinlerin  hiicresel

lokalizasyonundan farkli olarak DANP tedavi grubu yukari regule proteinlerin

mitokondri ve sitoplazmay1 da iceren daha genis hiicresel lokalizasyona yayildigi
goriilmektedir ( Tablo 4.11 ve Tablo 4.12).

Tablo 4.13. DANP tedavi grup asagi regiile proteinlerin hiicresel lokalizasyonu gosteren
STRING analizi

v

GO-term
60:0034361
60:0034364
(60:0034363
60:0042627
60:0034366
60:0005576
60:0032991

Cellular Component (Gene Ontology)

description
Very-ow-density lipoprotein particle
High-density lipoprotein particle
Intermediate-density lipoprotein particle
Chylomicron
Spherical high-density lipoprotein particle
Extracellular region
Protein-containing complex

count in network  strength

120f 30
120f 38
20f7
30f13
20f9

13 0f 2609
130f 5743

2.66
2.56
2.52
242
24
0.76
042

false discovery rate
4.57¢-26
1.67e-25
0.0053
7.05e-05
0.0073
3.56e-06
0.0252



85

Tablo 4.14. Doksorubisin tedavi grup asagi regiile proteinlerin hiicresel lokalizasyonu gosteren
STRING analizi

Cellular Component (Gene Ontology)

60-term description countinnetwork 4 strength  false discovery rate
(60:1990712  HFE-ransferrin receptor complex 20f6 24 0.0121
(60:0005789  Endoplasmic reticulum membrane 100f 1100 0.84 0.00062
(60:0005783  Endoplasmic reticulum 16 0f 1926 08 6.39¢-07
(60:0012505  Endomembrane system 19 0f 4360 0.52 0.00013
(60:0031090  Organelle membrane 150f 3373 0.52 0.0021

DANP tedavi grup asag regiile proteinlerin hiicresel lokalizasyonu hiicreler
arasi bolge , hiicre dis1 bolgelere yayilirken, Doksorubisin tedavi grubu asagi regule
proteinlerin hiicre i¢i bolgelerde lokalize oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.13 ve
Tablo 4.14).
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5. TARTISMA

Kapsamli proteom analizleri, molekiiler mekanizmalarin ve yolaklarin
kapsamli bir sekilde incelenmesi yoluyla biyobelirtegleri ve terapdtik hedefleri
belirlemek i¢in gerekli verileri saglamaktadir. Bu yaklasim, 6zellikle genom
karmasikligi, gen regiilasyonu, epigenetik ve metabolomik konularinda
tamamlayict ve ¢ogu zaman belirleyici veri sunarak degisen metabolizmanin
molekiiler diizeyinde anlasilmasin1  saglamaktadir. Son yillarda analiz
teknolojisindeki gelismeler ve cesitli yaklasimlarin biraraya gelmesi ile tedavi
kapsaminda hedef molekiiller ve biyobelirtecler tanimlanmaktadir. Tek bir
proteinin veya biyolojik Oneme sahip karisimlarin analizinde tam protein
karakterizasyonu elde etme potansiyeli yukaridan asagi kiitle spektrometresi
yaklagiminda mevcuttur. Ancak, bozulmamis protein seviyesinde proteom ¢apinda
analizin teknik zorluga sahip olmasinin yaninda proteom kapsami, hassasiyet ve
verim agisindan yukaridan asagi proteomik yaklasiminin, asagidan yukariya
proteomik yaklasimin gerisinde kalmasina neden olmustur. Bununla birlikte kiitle
spektrometre cihazlari ve 6zel biyoenformatik araglardaki son gelismeler, asagidan
yukar1 proteomik yaklagimini tamamlayict metod olmanin 6tesinde belki de gecerli
bir alternatif yontem haline getirmektedir. Tez calismasinda asagidan yukari
proteomik yaklagimin iki metodu; soliisyon bazli etiketsiz nLC-MS ve jel bazli LC-
MS yaklagimlar1 kullanilmigtir. Tipki asagidan yukari ve yukaridan asagi
yaklagimlarinin karsilastirilmasinda oldugu gibi ¢calismamizda tespit ettigimiz gibi;
jel bazli yaklasimin, sollisyon bazli yaklasima gore sinirlamalarinin ve
dezavantajlarinin oldugu elde ettigimiz veriler dogrultusunda goriilmektedir. Gerek
jeller aras1 varyasyon, gerekse pratikteki ve ilgili software kabiliyeti nedeniyle jel
bazli yaklasimda az verimle sonuclar elde edilmistir. Bunun aksine soliisyon bazli
etiketsiz LC-MS caligsmasi ile yiiksek verimli, gilivenilir, kantitatif sonuglar elde
edilmistir. Etiketsiz nLC-MS proteomik yaklagimla “Bulgular Béliimii Bkz. Tablo
4.6” da verilen DANP tedavi grubunda kanser grubuna karsi yukari ekspresse
proteinlere ve Doksorubisin tedavi grubu ile karsilagtirllmasina ait bulgular

ayrintilari ile asagida degerlendirmistir:
Sfingozin-1-fosfat liyaz
Ozellikle Sfingozin-1-fosfat liyaz (SGPL1) enziminin DANP tedavi

grubunda kanser grubuna gore ¢ok yliksek diizeyde yukari regiile oldugu tespit

edilmistir.
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DANP tedavi grubunun aksine Sfingozin-1-fosfat liyaz enziminin
Doksorubisin tedavi grubu ve saglikli grupta herhangibir ekspresyonunda artis ya

da azalig olmamus, regiilasyon tespit edilmemistir.

Sfingozin-1-fosfat liyaz Sfingozin-1-fosfat gibi fosforile edilmis sfingoid

bazlar, yagli aldehitlere ve fosfoetanolamine bolen enzimdir (Zhou et al.,1998).

Oskouian ve arkadaslar1 (2006), Sfingozin-1-fosfat liyazin, p53 ve p38’e
bagli sinyal yollar1 ile apoptozu giiclendirdigini ve kolon kanserinde asagi regule
oldugunu tespit etmislerdir. Bektas et al. (2010) calismasinda Sfingozin-1-fosfat

liyaz eksikliginin karacigerde lipid homeostazisini bozdugunu tespit etmislerdir.

Adamus ve arkadaslar1 (2020), SGPL1 ekspresyonunun ve mutasyon
durumunun pediatrik rabdomiyosarkom ve diger kanser tiirlerinin metastaz
olusumu olasiligin1 tahmin edebilecegi sonucuna varmiglardir. Mutasyon olmadan
yiiksek bir SGPL1 ekspresyon durumu diisilk metastaz olusumu olasiligiyla
iliskilidir. Buna karsilik, SGPL1 ekspresyonunun olmamast ve SGPLI
mutasyonlar1 yliksek bir metastaz olasiliginin tahmincisi olabilir. Son olarak,
islevsel SGPL1 aktivitesi etkili Sfingozin-1-fosfat (S1P) degradasyonu i¢in esastir
ve metastaz kontrolii i¢in siirlayic1 faktorlerden biridir. Bu nedenle, potansiyel
kisisellestirilmis bir tedavi yaklasiminin temeli olarak SGPL1 ekspresyonunun ve

mutasyon durumunun incelenmesini onermislerdir.

Sfingozin-1-fosfat liyaz substrati Sfingozin 1-fosfatin kanserle iliskili
olduguna dair 6nemli kanitlar vardir. SIP, timdr olusumunu yonlendirebilen
inflamasyon; kanser hiicrelerine besin ve oksijen saglayan neovaskiilarizasyon,
hiicre biiylimesi ve hayatta kalmasi1 gibi siirecleri diizenler. SIP birden fazla
diizeyde gerceklesir ve sfingozin kinazlar, S1P fosfatazlar ve S1P liyaz ile
baglantilidir. Hiicrelerde bir seramid-sfingozin-S1P reostas1 bulunur. Seramid ve
sfingozin pro-apoptotiktir, oysa S1P hiicrenin hayatta kalmasini destekler. Seramid-
sfingozin-S1P’1in karsilikli doniisiimiinii diizenleyen ajanlar, reostatin goreceli
pozisyonuna bagli olarak hiicreyi apoptotik veya hayatta kalma programina
yonlendirebilir (Nigel et al., 2010). Giincel arastirmalar kanserde SIP
sinyallemesini ve islevini degistirmek {iizere tasarlanmis yeni terapotiklerin

potansiyelini incelemektedir.
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Markowski ve arkadaglar1 (2003), sfingozin-1-fosfat diizeyinde sfingolipid
metabolizmasimin modifikasyonunun ve sfingozin fosfat kinaz (SPHK1) veya
SGPL1 (Sfingozin-1-fosfat liyaz)'m susturulmasi yoluyla sfingozin-1-
fosfat/Seramid (S1P/Cer) oraninin kanser hiicrelerinin apoptozunu etkiledigini
dogrulamiglardir. ST1P seviyelerindeki ve S1P/Cer oranindaki azalma ayni zamanda
kanser kok hiicre apoptozunda 6nemli bir artisa neden olur ve buna uygulayici
Kaspaz-3'in aktif formundaki yukari regiilasyon eslik eder. Tersine, SGPLI
susturulmus hiicrelerde S1P seviyelerindeki ve S1P/Cer oranindaki bir artis,
Kaspaz-3 aktif formunun asagi regiilasyonuna ve ardindan kanser kok hiicrelerinde
Katepsin-D protein ekspresyonunda bir artisa yol acti. Aktif Kaspaz-3'iin asagi
regiilasyonu ve Katepsin-D’nin yukari regiilasyonu, bu hiicrelerin metastatik pro-

metastatik kapasitesinin arttigini gosterdigini tespit etmislerdir.

Sfingozin-1-fosfat liyaz substrati Sfingozin-1-fosfat, stres kaynakli seramid
iiretimini ve apoptozu artirir (Zhou et al., 1998; Peng et al., 2019). Karacigerde
global lipid homeostazisi ve fibroblastlarda kolesterol homeostazisi i¢in gereklidir
(Vienken et al., 2017). Proinflamatuar yanitin ve nétrofil trafiginin
diizenlenmesinde rol oynar (Allende et al., 2011). SGPLI1 (sfingozin fosfat liyaz 1),
fosfatidiletanolamin tiretimi yoluyla noronal otofajiyi modiile ederek amiloid 3
[A4] oncii protein (APP) gibi agregat egilimli proteinlerin birikimini diizenleyen
fosfoetanolamin iiretimi yoluyla néronal otofajiyi modiile eder. Noronal temas
bolgelerinin kurulmasinda ve aksonal bakimin saglanmasinda rol oynadigi
goriilmektedir (Mitroi et al., 2017).

Sfingosin-1-fosfat (S1P), inflamasyon, epitelyal ve endotelyal bariyer
fonksiyonu, kanser metastaz dahil olmak iizere memeli fizyolojisi ve
patofizyolojisinin bir¢ok yoniiniin diizenlenmesinde rol oynayan iki sfingozin kinaz
izoformu (SphK1 ve SphK2) tarafindan {iretilen pleiotropik bir lipit sinyal
molekiiliidiir. Cok sayida kanit, SphK1 ve S1P'nin bir¢ok kanser tiirlinde kanser
ilerlemesini ve metastaz1 destekledigini gostermektedir. Ancak SphK/S1P'nin
HCC'deki rolii daha az arastirilmistir. Sfingozin ve bir yag asidinden olusan S1P ve
seramid, karsilikli hiicre kaderi diizenleyicileridir ve SI1P sinyallemesi,
iltihaplanma, kanser ve otoimmiin bozukluklar dahil olmak {izere c¢esitli
hastaliklarda 6nemli roller oynar. Dolayisiyla S1P sinyalinin hedeflenmesi
patogenezi bloke etmenin bir yolu olabilir ve bu durumlarda terapotik bir hedef
olabilir. Giderek daha gii¢lii kanitlar, S1P sinyal yolunun kanserin ilerlemesinde ve

etkilerinde bir rol oynadigin1 gostermektedir (Wang et al., 2019).
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Maceyka, et al.(2020), calismasinda karaciger kanserinin desteklenmesinde
S1P"n roliinii arastirmislardir. SphK1 ve S1P'nin, HCC gelisimi i¢in bir risk faktorii
olan alkol dis1 yagl karaciger hastalini tesvik ettigi gosterilmistir. Ayrica, karaciger
tarafindan artan SphK1 ve S1P iiretimi, tiimor bolgesine go¢ eden, orada kalan ve
tiimorle iligkili makrofajlar (TAM'ler) olarak adlandirilan ve bir M2 fenotipini ifade
ettigi diisiiniilen anjiyogeneze yardimci olan makrofajlarin toplanmasini artirdigini
ileri stirmiislerdir. Bu yaklasimla ve Oskouian et al. (2006) ¢alismasina gore,
Sfingozin-1-Fosfat Liyazin, p53 ve p38'e bagh sinyal yollar1 ile apoptozu
giiclendirdigini yola c¢ikarak; c¢alismamizda DANP tedavisinde cok yliksek
Sfingozin-1-fosfat liyazin ekspresyonu ile S1P nin ortamdaki konsantrasyonu
diiseceginden HCC tedavisi i¢in olumlu bir sonu¢ elde edildigini

diistindiirmektedir.

Ancak Uranbileg et al. (2022), calismasinda HCC ve kolon kanserinde
SPL'nin, S1P'yi geri dondiiriilemez bigimde bozundurarak ve gliserolfosfolipitlerin
liretimini arttirmasi ile kanserin ilerlemesini destekledigini ifade etmislerdir. HCC
ve kolon kanserinde yeni bir metabolik yol 6nererek SPL’mn, S1P1 gliserol
lipidlerine, 6zellikle lizofosfatidilinositol ve lizofosfatidilgliserol 'e doniistiirerek

kanser gelisimini kolaylastirdigini belirtmislerdir.

Burada incelendigi gibi, ¢ok sayida calisma S1P sinyallemesinin kanserin
ilerlemesi ile yakindan iliskili oldugunu géstermistir. Dahasi, artan kanitlar S1P
sinyallemesinin potansiyel bir terapdtik hedef oldugunu gostermektedir. Simdiye
kadar umut verici bir terapotik hedef olarak S1P sinyallemesine odaklanarak iki ana
arastirma stratejisi kullanilmigtir. Bunlar; S1P'nin kendi diizeylerini azaltmak ve
digeri ise S1P reseptorlerini agonize etmek/antagonize etmektir. Onkoloji alaninda
S1P diizeylerini diisiirmek i¢in klinik olarak iki ila¢ adayr LT1002/sonepcizumab
ve ABC294640 kullanilmistir. S1P'yi pikomolar afiniteyle segici olarak
baglayabilen ve SIP'in indiikledigi sitokin salinimii bloke edebilen ilk
LT1002/sonepcizumabin faz II denemesi, etkinlik eksikligi nedeniyle
sonlandirilmistir (O’Brien et al., 2009).

Tez calismamizda elde edilen sonug, S1P liyazin terapotik potansiyeli ve
bunun HCC kanser tedavisine yonelik hedefler i¢in kullanilabilecegini
disiindiirmektedir.  Sfingozin-1-fosfat liyaz, Doksorubisin ile tedavide
ekspresyonda belirgin farklanmanin olmamasi, DANP tedavisinde yukari regule

olmasi nedeniyle segici bir belirteg olabilir.
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Literatiirler dogrultusunda elde ettigimiz sonu¢ DANP tedavisinin

Doksorubisin tedavisine gore farkli ve olumlu sonug verdigini diisiindiirmektedir.

Sitokromlar P450 2D26

DANP tedavi grubu kontrol kanser grubuna gore Sitokromlar P450 2D26’ nin
yiiksek degerde yukar1 regule oldugu tespit edilmistir. Doksorubisin ve saglikli

grupta ise kanser grubuna gore asagi ekspresse olmustur.

Sitokrom P450, bir hemetiolat monooksijenaz grubudur. Karaciger
mikrozomlarinda bu enzim, NADPH'ye bagimli elektron tagima yolunda rol oynar.
Steroidler, yag asitleri ve ksenobiyotikler dahil olmak iizere yapisal olarak ilgisiz
cesitli bilesikleri oksitler. Karaciger mikrozomlarinda bu enzim, NADPH'ye
bagimli elektron tagima yolunda rol oynar. Steroidler, yag asitleri ve

ksenobiyotikler dahil olmak {izere yapisal olarak ilgisiz ¢esitli bilesikleri oksitler.

Sitokrom P 450, ilaglar, pestisitler ve kanserojenler de dahil olmak {izere
cesitli yabanci bilesikler tarafindan karacigerde ve diger dokularda yiiksek
diizeylere indiiklenebilir Sitokrom P 450 ilaglarin ve ksenobiyotiklerin faz I'e dayali
metabolizmasinda 6nemli rol oynar. Substratin oksidasyonunu katalize eder, bazen
de indirgeme reaksiyonlarini da katalize eder. Toksisite veya karsinojenite gosteren
ara maddeler olusur ve bunlar1 bobrekler yoluyla atilmaya uygun inaktif polar
iirlinler haline getirir. Pek ¢ok farkli sitotoksik ilag, sitokrom P450 ile etkisiz hale
getirilirken, birtakim ilaglar, Sitokrom P 450 'nin etkisi ile aktive edilir ki bu da
onlar1 sitotoksik ve kanser kemoterapisinde etkili kilar (McFadyen et al., 2004). Bu
nedenle, sitokrom P 450 'lerin kanserojenlerin biyoaktivasyonu ve
inaktivasyonunda 6nemli rol oynamasi ve antikanser ilaclarin inaktivasyonu veya
aktivasyonuna katilmalari nedeniyle kanser tedavisinin belirleyicileri olarak 6nemli

rol oynarlar (Oyama et al., 2004; Rodriguez-Antona et al., 2006).

Sitokromlar P450 4A10, Doksorubisin tedavi grubunda asagi ekspresyon

gosterirken, DANP tedavi grubu ve saglikli grupta herhangibir ekspresyon

seviyesinde regililasyon goriilmemistir.

Sitokromlar P450 4A14 ise saglikli grupta asagi ekspresyon gdosterirken,

DANP ve Doksorubisin tedavi grubunda herhangibir ekspresyon seviyesinde

regiilasyon goriilmemistir.
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Sitokromlar P450 3A13 Doksorubisin tedavi grubunda asagi ekspresyon

gosterirken, DANP tedavi grubu ve saglikli grupta herhangibir ekspresyon

seviyesinde regiilasyon goriilmemistir.

Sitokromlar P450 Doksorubisin tedavi grubunda asagi ekspresyon

gostermistir.

Calisma kapsaminda serbest Doksorubisin yerine c¢esitli kimyasal
reaksiyonlar sonucu elde edilen Doksorubisin igeren nanopartikiil ilag tasiyici
sistemin katabolizmasi sonucu olusan molekiillerin karaciger tarafindan
detoksifikasyonu siirecinde p450 artisina neden olabilecegini diisiindiirmektedir,
bunun yaninda doza bagli yan etki ile iliskilisi hakkinda bilgi verebilir.
Doksorubisin tedavisinde String analizi sonucu cyp3al3, cyp2d6, cyp4al0, cyp2a$,
cypllal, cyp2d26 iliskili oksidorediiktaz aktivitenin asagi regule oldugu tespit
edilmistir (Bkz. Bulgular Sekil 4.36). Boylece serbest Doksorubisin ile tedavide
ilacin (Doksorubisin) metabolize edilme kapasitesi azalacak ve doza bagli yan
etkilere karsi daha duyarl olacaktir (De Leon et al., 2006). Bu durum, DANP
formulasyonu ile tedavinin serbest Doksorubisin tedavisine gore daha avantajli ve

istiin oldugunun kanitidir.

Sitokrom c oksidaz altbirimi 7B

DANP Tedavi grubu, Doksorubisin tedavi grubu ve saglikli gruptta kanser
gruba kars1 yliksek oranla yukari ekspresyon goriilmiistiir.

13 alt {initeli bir kompleks olan sitokrom ¢ oksidaz (COX), mitokondriyal
elektron tasima zincirindeki terminal oksidazdir. Oksijenin suya indirgenmesini
katalize eden, mitokondriyal elektron tasima zincirindeki oksidatif fosforilasyonu
yonlendiren son enzim olan sitokrom ¢ oksidazin bilesenidir (Jobson et al., 2004).
Solunum zinciri, tiiretilen elektronlar1 aktarmak i¢in isbirligi yapan 3 ¢ok alt birimli
kompleks siiksinat dehidrojenaz (kompleks II, CII), ubikinol-sitokrom ¢
oksidorediiktaz (sitokrom b-cl kompleksi, kompleks III, CIII) ve sitokrom c
oksidaz (kompleks IV, CIV) igerir. Sitokrom c oksidaz, solunum zinciri, NADH ve
siiksinattan tiiretilen elektronlari molekiiler oksijene aktarmak icin igbirligi yapan 3
coklu alt birimli kompleks siiksinat dehidrogenaz (kompleks II, CII), ubikinol-
sitokrom ¢ oksidorediiktaz (sitokrom b-cl kompleksi, kompleks III, CIII) ve

sitokrom ¢ oksidaz (kompleks IV, CIV) igerir ve bu kompleksler, transmembran
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tasimayr ve ATP sentazi yoneten i¢ zar lizerinde bir elektrokimyasal gradyan
olusturur. Intermembran bosluktaki indirgenmis sitokrom c'den kaynaklanan
elektronlar, alt birim 2'nin diniikleer bakir A merkezi (CU(A)) ve alt birim 1'in hem
A's1 araciligiyla alt birim 1'deki aktif bolgeye, hem A3 ve bakir B (CU(B))
tarafindan olusturulan bir biniikleer merkeze aktarilir. Burada intermembran
bosluktaki sitokrom c'den 4 elektron ve mitokondriyal matristen 4 proton
kullanarak molekiiler oksijeni 2 su molekiiliine indirger. Sitokrom oksidazin artigi
mitokondrideki elektron transfer zincirinin ve sonrasinda da oksidatif
fosforilasyonun artisina sebep olmaktadir (National Center for Biotechnology
Information, 2024).

> KEGG Pathways

pathway description count in network 4 strength  false discovery rate
mmu04260 Cardiac muscle contractian 10 of 84 2.37 48221 @
mmu00130 Oxidative phosphorylation 100f 130 218 1.53e-19
mmu04932 Nen-aleoholic fatty liver disease 10of 147 213 3.32e-19

Sekil 5.1.  SitokromC oksidazin iliskili metabolik yolaklar (10.05.2024 tarihli STRING
version 12.0)

SitokromC oksidazin allosterik diizenlemeside, doku/tiir/gelisime 6zgl
izoformlarin ekspresyonu, hiicre sinyallemesi yoluyla geri doniisiimlii fosforilasyon
modifikasyonu, protein-protein etkilesimleri ve siiper kompleks olusumu gibi
cesitli mekanizmalar bilinmektedir (Kadenbachand ve Hiittemann, 2015). Ayrica
COX’1n string analizinde iligkili sinyal yolaklarindan oksidatif fosforilasyonun
yanisira kalp kasi kasilmasi ve alkol dis1 agh karaciger hastaligi metabolik
yollarinda gorev aldigi tanimlanmistir (Sekil 5.1). COX'in mitokondriyal solunumu
kontrol ederek aerobik enerji metabolizmasinda oynadigi kritik roliin 6nemi goz
oniine alindiginda, COX'lmn DANP tedavisi sonras1 yukari regiilasyonu sonucu
diizenlenmesi COX' 1n enzimatik aktivitesini etkiler, bu da mitokondriyal membran
potansiyelini ve dolayisiyla ATP ve ROS diretimini degistirir. COX
disfonksiyonunun, enerji ve ROS iiretiminin diizensiz oldugu bir¢ok hastalikla
iligkili oldugu rapor edilmistir (Sinkler et al., 2017). Sitokrom c'nin asir
ekspresyonu kaspaz aktivasyonunu arttirir ve apoptotik uyariya yanit olarak hiicre
Olimiinii tesvik eder, ancak ekdisonla indiiklenebilir bir sistem kullanilarak
sitokrom c'nin basit yukari1 regiilasyonu tek basina apoptozu indiiklemek igin
yetersizdir. Bu sonuglar bir¢ok uyaran tarafindan indiiklenen apoptozun, MRC
fonksiyonlarmin miiteakip bozulmasindan, Deltapsi(m) (Aym) kaybindan,
sitokrom ¢ salinmasindan ve sonugta hiicre dliimiinden sorumlu olabilecek erken

bir mitokondriyal aktivasyonu igerdigini gostermektedir (Chandra et al., 2002).
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DANP tedavisi sonucunda Sitokrom c oksidaz altbirimi 7B artis1 ile kaspas
aktivesinde artis ve diger metabolitlerin de etkisi ile apoptozun indiiklenmesi

sonucunu dogurabilir.
Sitokrom c oksidaz alt birimi 6B1

DANP tedavi grubu ve saglikli grubunda Sitokrom c oksidaz alt birimi 6B1
enziminde yiiksek regiilasyon goriilmiis, Doksorubisin ile tedavi sonrasinda ise

aksine protein ekspresyonunda belirgin bir artis ya da azalis olmamustir.

Enzim kompleksinin toplanmasi ve solunum fonksiyonu i¢in esastir ( Li et
al., 2006). Sitokrom ¢ mitokondriyal solunum zincirinin bir elektron tasiyicisidir.
Mitokondriyal dis zarin gegirgenlesmesi iizerine cyt ¢ sitoplazmaya salinir ve
burada apoptozun ig¢sel yolunu tetikler. Sitoplazmik cyt ¢ kan dolasimina daha da
ulasabilir. Apoptoz inhibisyonu, kanserin ayirt edici Ozelliklerinden biridir ve
apoptozun tiimorlerde indiiksiyonu yaygin olarak kullanilan bir terapotik
yaklasimdir. Apoptoz inhibisyonu ve indiiksiyonu, sirasiyla azalmis ve artan serum
cyt ¢ seviyeleri ile iligkilidir. Serumdaki cyt c'nin miktarinin belirlenmesi,
potansiyel prognoz degeriyle birlikte kemoterapiye hastanin yanitinin izlenmesinde
faydalidir. Insan serumundaki cyt ¢ seviyelerinin dl¢iilmesi i¢in ¢ok sayida yiiksek
hassasiyetli biyosensor gelistirilmistir. Ayrica, eksojen cyt ¢'nin kanser hiicrelerinin
sitoplazmasina verilmesi, bunlarin apoptozunu indiiklemek i¢in etkili bir
yaklasimdir. Benzer sekilde, cyt ¢' nin kanser hiicrelerine terapotik olarak iletilmesi
i¢in ¢esitli protein bazli ve nanopartikiil bazli sistemler gelistirilmistir . Bu nedenle
cyt ¢, kanser prognozu ve tedavisinde umut verici degere sahip bir insan proteinidir
(Pessoa, 2022).

Buradaki Sitokrom c oksidaz alt birimi 6B1’in yukar1 yonde regiilasyonu
DANP tedavi ve saglikli grupta olumlu yondedir. Doksorubisin tedavi grubunda
ekspresyon seviyesinde degisim bulunmamasi, DANP tedavisinin Doksorubisin
tedavisine gore farkli ve daha olumlu tedavi oldugunu diistindiirmektedir. Ayrica
Doksorubisin ile tedavide ekspresyonda belirgin farklanmanin olmamasit DANP
tedavisi i¢in segici bir belirteg olabilir. Bu yaklasimla DANP tedavisi sonrasi yukari
ekspresyon gosteren Sitokrom c oksidaz alt birimlerinin artisi Doksorubisin

tedavisine gore daha tistiinliik saglamaktadir.
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Ferritin agir zincir & Ferritin hafif zincir

DANP, Doksorubisin ve saglikli grupta kanser gruba oranla yukari
ekspresyon goriilmiis olup Doksorubisin tedavi grubunda yukar1 ekspresyon daha

yiiksek seviyede tespit edilmistir.

Hiicre i¢i demir deposu gorevi goren kiiresel bir protein olan Ferritin iki farkl
alt birimden olusur: genler ferritin agir zincir ( FTH ) ve ferritin hafif zincir (FTL)
tarafindan kodlanan, boyutlar sirasiyla 19 kDa ve 21 kDa olan hafif zincir (L-
ferritin) ve agir zincirden (H-ferritin) olusmaktadir. Baglanmamig ferritin, ferritin
hafif zinciri (FTL) ve ferritin agir zincirinden (FTH) olusan 24 alt birimden olusur.
Normal hiicreleri korurken tiimor hiicrelerinin etkili bir sekilde ortadan kaldirilmasi
amacla, timor tedavisi i¢in tanimlanan insan FTH1'in dogustan gelen tiimor
hedefleme aktivitesi son derece ilgi ¢ekicidir. Degistirilmemis insan FTH1, kanser
hiicrelerinde siklikla asir1 eksprese edilen reseptorii transferrin reseptorii 1'e
baglanir. FTHI-TfR1 baglanmasi, ferritin aracili hedefli teslimati tesvik ederek ilag
etkinliginin artmasina izin verir. Ayrica FTH, bircok kanser tiirliniin prognozu ile
de iligkilidir. FTH1 seviyesi, tiimorle iliskili makrofajlarin infiltrasyonu ile anlamli
ve pozitif olarak iligkilidir. FTH1 ayrica kati kanserin tiimor bagisikliginin
diizenlenmesinde de onemli bir rol oynar. Bu nedenle, FTH1, antikanser ilaglarinin,
teshis molekiillerinin ~ (6rn.,radyoizotoplar ve florofonlar) ve inorganik
nanopartikiillerin (NP'ler) tiimdrlere hedeflenen iletiminde yaygin olarak
uygulanmistir (Xiaoyan et al. 2023). Ferritin 6zellikle programlanmis hiicre 6liimii
modu olan ferroptozda rol oynar. Ferroptoz, demir birikmesiyle ortaya ¢ikar ve
buna eslik eden lipid peroksidasyonundaki artigla bilinir. Ferritinin ferroptozdaki
rolii kanser gibi hastaliklarla ilgilidir ve timdr bagisikliginda temel bir rol igerebilir.
Bu nedenle, demir ve ferritin homeostazisini hedef alan terapétik yaklasimlar,
ozellikle anti-timor tepkisini gliclendirmek i¢in hapten tedavisiyle birlikte kanserde
faydal1 olabilir. Kanser kok hiicreleri, diizensiz demir homeostazisi ve artan demir
dongiisiiyle birlikte normal hiicrelere kiyasla yiiksek ferritin sergiler (Mai et al.,
2017). FTL ve FTHI, bir¢ok tiimor tipinde timorle iliskili makrofajlarin ve T
diizenleyici hiicrelerin infiltrasyonu ile pozitif ve anlamh bir sekilde iliskilidir,
boylece tiimor mikro ortamina odaklanan yeni terapdtik olasiliklarin 6niinii agar.
Ozellikler karaciger kanserinde kanser hiicrelerinin go¢ii ve yayilimda etki eder. Hu
et al., (2021), normal numunelerle karsilastirildiginda FTH’in primer karaciger
kanseri dokularinda anlamli diizeyde yukar regiile edildigini ve ilerlemis kanserde

FTH ekspresyonu onemli 6l¢iide arttigini belirlemislerdir. Tang ve arkadaslari
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(2023), ferritin hafif zincirinin asir1 ekspresyonu meme kanseri i¢in kotli prognostik

faktor oldugunu bulmuslardir.

Sonuglar, DANP ya da Doksorubisin tedavisine 0zgii belirte¢ olacak
metabolik bir aktivite sunmamaktadir. Ancak DANP ve saglikli grupta kanser gruba
oranla yukar1 ekspresyon goriilmesi ve Doksorubisin tedavisinde de yukari

ekspresyonun yiiksek olmas1 kotii prognozla iliskisi oldugunu diisiindiirmektedir.

Protein S100-A9 ve S100A8

Doksorubisin ve DANP gruptta kanser gruba oranla yukar1 eksprese oldugu

tespit edilmistir.

ST100A8 ve S100A9 (kalgranulin A ve kalgranulin B) inflamatuvar siireclerde
notrofil ve makrofajlar gibi immiin sistem hiicrelerinde bulunur. fizyolojik kosullar
altinda SI00AS8 ve S100A9, notrofillerde ve miyeloid kokenli dendritik hiicrelerde
yeterli miktarlarda, monositlerde de diisiik miktarlarda bulunurken enfeksiyon,
travma, , 1s1, stres ve diger pek ¢ok inflamatuvar stireci tetikleyen kosullarda yogun
sekilde artis gosterir (Wang et al., 2018).

S100A8/A9 ayrica M1 makrofajlarinda reaktif oksijen tiirleriyle birlikte
kanseri baskilamak i¢in de islev gorebilir. Bir fare Lewis akciger karsinomu
modelinde, S100A9'un hem metastatik hastaligin gelisimini hem de miyeloid hiicre
alimini tesvik ettigi gosterilmistir Bu modelde S100A9'un ekspresyonu, TGF-B'ya
kars1 bir antikor varliginda azaldi. Farelere eksojen TGF-3 eklenmesi, VEGF-A ve
TNF-a varliginda S100A9 seviyelerini arttirmistir (Markowitz et al., 2013). Bu
nedenle S100A9 muhtemelen metastazi tesvik eden TGF-f yoluna baglidir.
S100A8/A9, M1 makrofajlar1 i¢inde kanseri baskilamak icin islev gorebilir, ancak
kanseri tesvik etmek i¢in TGF-B, VEGF-A ve TNF-a ile birlikte islev gorebilir.
Molekiiler ortama bagli olarak S100A9, akciger kanserinde tiimor biiylimesini
tesvik edebilir veya inhibe edebilir ancak Nemeth et al. (2009)’ a gore
Hepatoseliiler ~karsinomda NFxB, SI00A9 promotoriine baglanir ve
transkripsiyonu aktive eder. S100A9, hepatoseliiler karsinom hiicrelerini apoptotik
hiicre 6liimiinden koruyan reaktif oksijen tiirlerine bagimli sinyal yollarin1 aktive
ederek ilerlemektedir. Bu sistemde SI00A9un S100AS8 ile birlikte ifade edildigi
gorilmektedir. Nemeth et al. (2009) calismasinda fare ve insan dokusunda

hepatoseliiler karsinomda artan S100A8 ve S100A9 seviyelerini dogrulamislardir.
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Doksorubisin ve DANP gruptta kanser gruba oranla yukari eksprese oldugu
ancak beklenenin otesinde saglikli grupta asagi ekspresyonun goriilmedigi tespit
edilmistir. Bu da bize inflamator etki dogrultusunda artisin farkli bir siiregten

gelebilecegini diistindiirmektedir.

Glukoz -6-fosfataz katalitik alt birimi 1

Doksorubisin, DANP ve saglikli gruptta kanser gruba oranla yukar1 ekspresse

olmustur.

Glukoz -6-fosfataz katalitik alt birimi 1 (G6PCI1) , glukoneogenez ve
glikojenoliz yollariin terminal adimina aracilik ederek aglik sirasinda hepatik
glukoz tiretiminde kritik bir rol oynar. Yardimc1 tasima proteinleriyle uyum iginde,
membrana entegre olan bu enzim kan sekeri homeostazisini desteklemek icin
Glukoz-6-fosfattan (G6P) glikoz {iretimini katalize eder. Metabolik isleviyle
uyumlu olarak, G6PC1 gen ekspresyonunun diizensizligi diyabete katkida bulunur
ve fosfohidrolaz aktivitesini bozan mutasyonlar, glikojen depo hastaligi tip 1a'nin

klinik temelini olusturur.

Saglik ve hastalikla olan iliskisine ragmen, G6PC1 yapisi ve mekanizmasinin
kapsamli bir goriiniimii enzimi fonksiyonel bir bi¢imde izole eden ekspresyon ve
saflagtirma stratejilerinin bulunmamasi nedeniyle smirhidir. G6PC, G(1)/S faz
gecisini inhibe ederek karaciger kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu, hiicre
dongiisii ile iligkili ekspresyonunu ve migrasyonunu inhibe eder (Lin et al., 2022).
Bu nedenle tipki saglikli gruptaki gibi DANP ve Doksorubisin tedavileri i¢in yukari
ekspresyonun tedavide olumlu sonu¢ verdigini sdyleneyebiliriz. Ancak sonuglar
Doksorubisin ve DANP tedavisi arasinda karsilastirmaya olanak vermemektedir.
DANP ya da Doksorubisin tedavisine 6zgii belirteg olacak metabolik bir aktivitete
sunmamaktadir.

Oksitosin reseptor
DANP tedavi grubu ve saglikli grubunda oksitosin reseptoriinde yiiksek

regiilasyon goriilmiis ancak Doksorubisin ile tedavi sonrasinda ise aksine protein

ekspresyonunda belirgin bir artis ya da azalis olmamustir.
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Oksitosin reseptdr (OXTR), G-protein reseptorleri ailesinin bir tiyesidir ve
gastrointestinal organlarin hiicre yiizeyinde bulunur. Katalinic et al. (2020)
caligmasinda normal dokuyla karsilastirildiginda OXTR, metastatik pankreatik
tiimorlerde anlamli diizeyde asir1 ekspresyon gostermistir. Ayrica tiimor dokusunda
OXTR'nin 6nemli 6l¢lide asir1 ekspresyonu immiinohistokimya ile dogrulandi. Ne
yazik ki, OXTR sinyallemesinin pankreatik tiimdrlerin gelisimi lizerindeki etkisi
ve gastrointestinal onkogenezde yer alan altta yatan molekiiler mekanizmalar
yeterince arastirilmamistir. Buna ragmen; Zhai et al. (2024) c¢alismasinda
oksitosinin hepatik makrofajlar yoluyla karaciger fibrozunu hafiflettigini ve hepatik
makrofajlarin ise karaciger fibrozunun oksitosin aracili hafifletilmesinden sorumlu
bir merkez oldugunu ortaya koymustur. Calismalarinda, oksitosinin makrofaj
fenotipini diizenledigi yeni bir yolu ortaya ¢ikarmiglardir. Oksitosin reseptor
aktivasyonuyla indiiklenen kalsiyumun ige dogru akisinin, makrofaj fenotipik
degisimini kontrol eden niikleer reseptor 4A1 'i aktive ettigini gostermistir.
OXTR'min, muhtemelen glikojen seviyelerinin diizenlenmesinde rol oynadigi
karaciger dokularindan eksprese edildigi bilinmesine ragmen, HCC'de OXT ve
OXTR'min bir rolii HCC'de umut verici prognostik biyobelirte¢ olabilecegini

diistindiirmektedir.

Oksitosin reseptoriiniin hepatik makrofajlar yoluyla karaciger fibrozunu
hafifletlemesi ve DANP tedavisinde yukar1 eksprese olup, Doksorubisin tedavi
grubunda olmamasi, DANP tedavisinin Doksorubisin tedavisine gore farklandigini
ortaya koymaktadir. Boylece yine hedefli tedavi sistemlerinin metabolik diizeyde
farklanma yarattigin1 gostermektedir. Doksorubisin ile tedavide oksitosin reseptor
ekspresyonunda belirgin farklanmanin olmamasi DANP tedavisi i¢in segici bir

biyobelirte¢ aday1 olabilir.

Glutatyon transferaz

Glutatyon transferaz (GST) Doksorubisin tedavi grubunda yukar1 eksprese
olup, DANP tedavi ve saglikli grupta asag1 ya da yukari regiilasyon mevcut degildir.

Glutatyon transferaz klasik indirgenmis glutatyon (GSH) konjugasyon
aktivitesi, ksenobiyotiklere, zararli bilesiklere ve ayrica oksidatif strese karsi
hiicresel detoksifikasyonda kritik bir rol oynar. Ancak bu 6zellik ayn1 zamanda
kanser hiicreleri tarafindan ilaca diren¢ kazanmak ve hayatta kalmalarini artirmak

i¢in de kullanilir. Asir1 aktif GST proteinleri birgok insan kanserinin sik goriilen bir
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ozelligidir. Son kanitlar cogu GST proteininin biyolojisinin karmasik ve ¢ok yonlii
oldugunu ve bu proteinlerin hiicrenin hayatta kalmasi, hiicre proliferasyonu ve ilag
direnci gibi tiimor olusumu siireglerine aktif olarak katildigini ortaya ¢ikarmistir
(Singh vd, 2021). Yapilan c¢alismada glutatyon transferaz aktivitesinin
Doksorubisin'e duyarli 16semi hiicrelerinde Doksorubisin’e direngli 16semi
hiicrelerine goére daha yiiksek oldugu bulunmustur (Singh et al.,, 1989).
Calismamizda da bunu destekler nitelikte glutatiyon-s-transferaz serbest
Doksorubisin tedavisinde yukari regiile olurken DANP tedavisinde regiilasyon
goriilmemistir. Bu durum yine nanopartikiil ilag¢ tasiy1 sistemin DANP tedavisinin

serbest ilaca (doksorubisin) gore daha iistiin oldugunu gostermektedir.

Ayrica, antioksidatif sistemde gorev alan enzimin HCC’da yukarn eksprese
oldugu tespit edilmistir (Lee et al., 2005). Sonug olarak, ailenin ¢esitli liyelerinin
bir takim farkli kanserlerde asir1 eksprese edildigi bulunmus, mevcut literatiilerde
HCC’da glutatyon-s-transferaz yukari regule oldugu kanitlanmistir (Allocati et al.,
2018). Asint aktif glutatyon transferaz proteinleri bircok insan kanserinin sik
goriilen bir oOzelligidir. Son ¢alismalar, glutatyon transferaz proteininin
biyolojisinin karmagik oldugunu ve bu proteinlerin hiicrenin yasamin1i devam
ettirmesi, hiicre proliferasyonu ve ilag direnci gibi timér olusumu stireglerine aktif

olarak katildigini ortaya ¢ikarmistir (Singh et al., 2021).

Doksorubisin ile tedavi sonrasi enzim tipki sozkonusu literatiirlerde
belirtildigi gibi hepatokarsinomdaa oldugu gibi yukar1 ekspresse olmustur.
Doksorubisin ile tedavinin aksine DANP ile tedavide ve saglikli grupta yukar1 ya
da asag1i regiilasyon sozkonusu degildir. DANP tedavsinin yine serbest

Doksorubisin tedavisinden farkli oldugu ve bu agidan iistiinliigiinii gostermektedir.

Yag asidi baglama proteini 5 (FABPS, orepidermalFABP)

FABPS5, DANP Tedavi grubunda yaklasik 2,7 kat yukar atis tespit edilmis
olup, Doksorubisin tedavi gruplarinda ve saglikli grupta ekspresyon diizeyinde

kanser kontrol grubuna gore regiilasyon tespit edilmemistir.

Yag asidi baglama proteini 5, lipid metabolizmasini1 ve hiicre biiylimesini
diizenleyen, yag asidi molekiillerinin hiicre i¢i bir saperonudur. Hasta kaynakli
timorlerde, FABPS ekspresyonu on kata kadar artar ve siklikla diger kanserle

iligkili proteinlerle birlikte eksprese edilir. Yiiksek tiimoral FABPS ekspresyonu,
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kotii prognozla iliskilidir. FABPS, tiimér olusumunda yer alan proteinlerin
ekspresyonunun artmasina yol agan transkripsiyon faktorlerini (TF'ler) aktive eder
(Warren et al., 2023). Genetik ve farmakolojik preklinik ¢alismalar, FABPS5'in
inhibe edilmesinin protiimoral belirtecleri azalttigini, oysa FABP5'in yiikselmesinin

tiimor biiylimesini ve yayilmasini tesvik ettigini gostermektedir (Amiri et al., 2018).

DANP Tedavi grubunda yukar1 ekspresyon kotii prognoz ile iliskili olmasina
ragmen, FABP ailesine ait yag asidi baglama proteini 1 (FABP1) ‘in jel bazh

yaklasimda asagi regule oldugu saptanmistir.
Anneksin Al

DANP ve Doksorubisin tedavi gruplarinda kanser kontrol grubuna gore
yukar1 ekspresse olmustur. Ancak saglikli kontrol grubunda da kanser grubuna gore

yaklasik 2 kat yukari ekspresyon goriilmiistiir.

Bu, hiicre hareketliligini ve ¢ogalmasini artiran fosfolipid baglayici bir
proteindir, invazyon, adezyon ve metastazda gorev alir. HCC'nin genel ciddiyetinin
bir gostergesi, anneksin A2 asir1 ekspresyonu HCC'nin biiyiimesi ve metastazinda

rol oynar (Sun et al., 2023).

Anneksin Al'in artan ekspresyonu, insan hepatoseliiler karsinomunda koti

prognozu 6ngoriir ve hiicre malign fenotipini arttirir (Lin, Y et al. , 2014).

Glukokortikoid aracili  yanitlarin  efektérii  ve inflamatuar siirecin
diizenleyicisi olarak dogustan gelen bagisiklik yanitinda 6nemli roller oynar.
Antiinflamatuar aktiviteye sahiptir. Inflamatuvar yanitin erken evresinin

glukokortikoid aracili agagi regiilasyonunda rol oynar (Hannon et al., 2023).

T hiicresi aktivasyonu tarafindan tetiklenen sinyallesme basamaklarini
giiclendirerek adaptif bagisiklik tepkisine katkida bulunur, aktive edilmis T
hiicrelerinin farklilagsmasini ve ¢ogalmasini diizenler T hiicrelerinin Th1 hiicrelerine
farklilasmasini destekler ve Th2 hiicrelerine farklilagmay1 negatif olarak diizenler
(D'Acquisto et al., 2007). Uyarilmamis T hiicreleri {izerinde etkisi yoktur. Formil
peptid reseptdrlerinin aktivasyonu ve aktin hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi

yoluyla hormon ekzositozunu negatif olarak diizenler) Fagositik kaplarin ve
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fagozomlarin olusumunda rol oynar. Fagozomlar ve aktin hiicre iskeleti arasindaki

Ca2+ bagiml etkilesime aracilik ederek fagositozda rol oynar (Patel et al., 2011)

Literatiirler 1s181inda  beklenilenin  aksine tedavi gruplarinda artig

gozlemlenmis ve ayrica saglikli grupta da kansere oranda azalig goriilmemistir.

Lipokalin 2

DANP ve Doksorubisin tedavi gruplarinda yukar1 eksprese olmustur DANP
tedavi grubunda ekspresyon diizeyi saglikli gruba yakin olmakla beraber,

Doksorubisin tedavi grubunda belirgin bir artis s6zkonusudur.

Lipokalin 2 (LCN2) veya NGAL, lipokalin alt ailesine ait olan ve 25 kDa'lik
bir molekiiler kiitleye sahip bir glikoproteindir Lipokalin tagima proteini ailesinin
bir pargasi olan Lipokalin-2, demir taginmasinda ve inflamatuar yanittaki roliiyle
resmi olarak bilinen bir proteindir (Krizanac et al., 2021). Serumda, biiytik olasilikla
degisken glikosilasyondan kaynaklanan 30 kDa’lik bir izoform, bir distilfid ile
baglanan 46 kDa'lik bir homodimer ve matrisin aktif olmayan formu olan proMMP-
9'a baglanan 130 kDa'lik bir heterodimer dahil olmak iizere ek LCN2 formlari
vardir Mevcut literatiirlerde LCN2 ekspresyonunun HCC ile iligkili oldugu, Dertli
ve arkadaslar1 (2020), yaptig1 calismada HCC hastalarinda tani1 aninda yiiksek
LCN2 diizeylerinin kotii prognoz ile iliskili oldugunu tespit etmislerdir. Zhang et
al. (2012), LCN2’in hepatik tiimorlerde eksprese edildigini ve HCC’lu hastalarda
kan LCN2 seviyelerinin yiikselmesine neden oldugunu tespit etmislerdir. Son
zamanlarda, idrarda salinan LCN2’ nin, HCC tespiti i¢in invazif olmayan bir tani
belirteci oldugu ve kronik karaciger hastaligi olan hastalarin, HCC’u teshis etmek
i¢in iiriner LCN2 kullanimindan fayda saglayacagi bulunmustur (Abdelsameea et
al.,2020).

Yakin zamandaki ¢aligmalar, LCN2’in NAFLD'nin patogenezindeki etkisi
belirgin hale gelmistir. LCN2, cesitli iyi huylu ve koti huylu karaciger
hastaliklarinda 6nemli bir artis gostererek, onu NAFLD biyolojik belirteci ve hatta
terapotik bir hedef icin iyi bir aday haline getiriyor. LCN2'yi ¢alismay1 daha ilging
kilan sey, kansere bagh 6liimlerin baslica nedenlerinden biri olan kronik NASH’1n

neden oldugu HCC gelisiminde asir1 eksprese edilmesidir (Krizanac et al., 2021).
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Literatiirler dogrultusunda HCC’da Lipokalin 2 artis1, saghkli grupta azalis
beklenmektedir. Beklenenin aksine calismamizda; saglikli grubun kansere oraninda
neredeyse 2 kat artisa yani yukari regiile degere yaklagsmis oldugu tespit edilmistir.
Bunun yanida DANP ve Doksorubisin tedavi gruplarinda Lipokalin 2 yukar
eksprese olmustur. Ancak, Doksorubisin tedavi grubunda ekspresyonda artis
belirgindir ve daha fazladir. Saglikli grup DANP tedavi grubuna yakin degerdedir.
Bu sonuglar bize yine DANP tedavi yaklagiminin Doksorubisin tedavi

yaklagimindan farkli oldugunu gostermektedir.
Notrofil elastaz

DANP ve Doksorubisin tedavi gruplarinda asir1 ekspresyon gostermistir.

Saglikli grupta ekspresyon diizeyinde degisim goriilmemektedir.

Katepsin B aktivitesinin bir inhibitorii olarak gorev yapar. Tiimoér damar
gelisiminin, hiicre istilasinin ve metastazin negatif diizenleyicisi olarak rol oynar.
Notrofiller ve miyeloid tiirevli baskilayici hiicreler dahil olmak iizere sizan
bagisiklik hiicreleri, tiimor mikro ortamina nétrofil elastaz salgilar. Notrofil elastaz
daha sonra, proliferasyonun dogrudan indiiksiyonu, tiimor baskilayicilarin
etkisizlestirilmesi ve anjiyogenezin uyarilmasi gibi primer tiimor biiylimesinde yer
alan 6nemli yolaklara aracilik eder. Notrofil elastaz ayrica epitelyalden mezenkimal
gecise gog, istila ve nihai olarak uzak metastaz bolgelerine yonelme dahil olmak

lizere metastatik kaskaddaki 6nemli adimlar1 kolaylastirir (Zeng et al., 2023).

Her iki tedavide bu enzimin yukar1 regiilasyonu beklenenin Otesinde

prognozda olumsuz sonug olarak degerlendirilebilir.
Immunoglobulin fragmantlar

Immunoglobulin kappa degisken 14-111, DANP tedavisinde yaklasik 2 kat
artt1g1, Doksorubisin tedavisinde yaklasik 10 kat arttign tespit edilmistir.
Immiinoglobulin agir zincir gamma 1 Doksorubisin tedavi grubunda yukari
ekspresse olmustur. Immiinoglobulin agir zincir gamma 2B, DANP ve saglikli
grupta asag1 ekspresse olup, Immiinoglobulin agir zincir gamma 3 DANP ve
saglikli grupta asagi ekspresse oldugu tespit edilmistir. Immunoglobulin kappa
degisken 8-19 (Fragmant) DANP tedavi grubunda asagi ekspresse olup,

Doksorubisin ve saglikli grupta yukar1 ekspresse olmustur.
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Geleneksel olarak immiinoglobulinin (Ig) yalnizca B-soy hiicreleri tarafindan
iiretildigine inaniliyordu. Bununla birlikte, artan kanitlar kanser hiicrelerinde
yiiksek diizeyde Ig ekspresyonunu ortaya ¢ikardi ve bu Ig, kanserden tiiretilmis Ig
olarak adlandirildi. Diger ¢alismalar, kanserden tiiretilen Ig’nin, B hiicresinden
tiiretilen Ig ile ayn1 temel yapilar paylastigini ancak sinirl degisken bolge dizileri
ve anormal glikosilasyon dahil olmak iizere birgok farkli 6zellik sergiledigini
gostermistir. Humoral immiin yanitta bir antikor olarak islev goren B hiicresinden
tiretilen Ig'nin aksine, kanserden tiiretilmis Ig, kanser hiicrelerinin malign
davraniglarini tesvik etmek, tiimor immiin kagisina aracilik etmek, inflamasyonu
indiiklemek dahil olmak iizere bir¢ok mekanizma yoluyla derin protiimorijenik
etkiler uygular ve trombositlerin toplanmasin1 aktive eder. Daha da &nemlisi,
kanserden tiiretilen Ig, kanser hastalarinda teshis ve tedavi hedefi olarak uygulama
acisindan umut verici bir potansiyel gostermektedir. Kanserden tiiretilen Ig'nin,
kanser hastalarinda umut verici bir teshis ve prognostik biyobelirte¢ olarak hizmet
edebilecegini gostermistir. Kanser kaynakli Ig’yi hedef alan tedaviler klinik dncesi

caligmalarda umut verici etkiler gostermistir (Cui et al., 2021).

Immunoglobulin kappa degisken 14-111 hari¢ diger immunoglobulin
fragmantlart DANP tedavisinde asag1r ekspresse olmustur. Doksorubisin
tedavisinde tlimii yukari regiile olmustur. Humoral immiin yanitta bir antikor olarak
islev goren B hiicresinden tiiretilen Ig’nin aksine, kanserden tiiretilmis Ig’nin kanser
hiicrelerinin malign davraniglarini tesvik etmettigi gézoniine alindiginda, DANP
tedavisi ile Doksorubisin tedavi yanitlarinin birbirinden farkli oldugunu

sOyleyebiliriz.

Tartata direncli asit ATPaz (TrATPase)

Tartata direncli asit ATPaz, DANP ve Doksorubisin tedavi gruplarinda yukari
eksprese olmustur. DANP tedavisi sonucu ekspresyonu saglikli gruba yakin
olmakla beraber, Doksorubisin tedavi grubunda daha belirgin bir artis

sozkonusudur.

Tartrat direngli asit fosfataz ( TRAP, TrATPase veya TRAPase ), asit fosfataz
5, tartrat diren¢li ( ACPS ) olarak cesitli sekillerde adlandirilir. TRAP’1n 6nerilen
islevleri arasinda osteopontin / kemik siyaloprotein defosforilasyonu, ROS tiretimi,
demir taginmasi ve hiicre bliylimesi ve farklilasma faktorii olarak yer alir. Tartrat

direngli asit fosfataz tip 5; kemik erimesi siirecinde rol oynayabilir. Osteoklastik
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tuzak, diger substratlarla karsilastirildiginda daha ytiksek afiniteye sahip niikleotid
tri- ve difosfatlar tizerinde etki eder. TRAP asir1 ekspresyonlu transgenik farelerde,
hafif osteoporoz, artan osteoblast aktivitesi ve kemik sentezi ile birlikte ortaya ¢ikar
(Angel et al., 2020). Reithmeier et al. (2017) calismasinda, TRAP, TGFB2/TBR ve
CD44 araciligiyla MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde metastazla iligkili
hiicre o6zelliklerini destekleyerek, meme kanseri hiicrelerinde TRAP eylemiyle

iliskili potansiyel bir sinyal mekanizmasini tanimlamigslardir.

Sonuglar Doksorubisin ve DANP tedavisi arasinda karsilastirmaya olanak
vermemektedir, DANP ya da Doksorubisin tedavisine 6zgli belirteg olacak

metabolik bir aktivitete sunmamaktadir.

Filamin-A

Filamin-A, DANP ve Doksorubisin tedavi gruplarinda yukari eksprese

olmustur.

Filamin-A, aktin filamentlerinin dik dallanmasmi destekleyen ve aktin
filamentlerini membran glikoproteinlerine baglayan aktin baglayici proteindir.
Cesitli transmembran proteinlerini aktin hiicre iskeletine tutturur ve ¢ok cesitli
sitoplazmik sinyal proteinleri i¢in bir iskele gérevi goriir. Filamin B ile etkilesim,
noroblastin ventrikiiler bolgeden kortikal plakaya gecisine izin verebilir. Hiicre
yiizeyinde lokalize olan furini baglar, i¢sellestirme hizin1 modiile eder ve hiicre ici
trafigini yonlendirir. Siliogenezde rol oynar. Kan damarlarn, kalp ve beyin
organlarinin gelisimi sirasinda hiicre-hiicre temaslarinda rol oynar ve baglantilara

yapisir (Feng et al., 2006).

FInA’nin kanser gelisiminde ve metastaz ilerlemesinde 6nemli bir islevi
oldugu diisiiniilmektedir ve kanser gelisimindeki rolii hakkinda arastirmalar halen
devam etmektedir. Sitoplazmada FInA, hiicre iskeletine yapi1 kazandirmak ve
yeniden modellemek i¢in aktin'e baglanir ve daha da 6nemlisi, protein etkilesimini
kolaylastiran bir iskele molekiilii gérevi goriir. FInA'nin bir¢ok proteinle etkilesime
girdigi rapor edilmistir, bu nedenle FInA’nin etkileyebilecegi ¢ok sayida yola ve
hiicredeki 6nemine isaret etmektedir (Zhou vd,. 2021). FlnA, B1 integrini hiicre
baglanma bolgesine yonlendirerek ve vimentin ile etkilesimi yoluyla hiicre
yapismasini ve gogiinii kolaylastirmada 6zellikle 6nemlidir (Kim ve McCulloch,
2011).
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FInA’nin kanser gelisimindeki roliine bakildiginda, FInA, hiicre alt1
lokalizasyonuna bagli olarak iki zit kanser sonucuna neden olabilir. FInA,
sitoplazmada bulunarak ve hiicre sinyal molekiilleri ile etkilesime girerek hiicre
biliylimesini ve metastazi destekleyebilir ya da FInA ise ¢ekirdekte ve transkripsiyon
faktorleriyle etki ederek hiicre biiylimesinin inhibisyonuna neden olur ve
dolayisiyla metastazi onler. Sitoplazmada FInA, ¢esitli sinyal yollaklarinda etki
eder. K-RAS, VEGF, R-Ras ve c-Met dahil olmak iizere bir¢ok énemli onkogenik
protein ile etkilesime girer (Zhou vd 2011 , Nallapalli et al., 2012 ). Bu etkilesimler
sayesinde FInA islevlerine yardimci olur ve hiicre biiylimesini artirir. FlnA,
cekirdekte AR, Pol III ve FOXCI1 dahil g¢esitli transkripsiyon faktorleriyle
etkilesime girer (Ozanne et al., 2000) FInA, DNA'nin promotdér bdlgelerinde
aktivitenin inhibisyonuna neden olarak hiicre 6liimiine neden olur (Wang et al.,
2007). Prostat kanserinde bu amaca yonelik calismalar halihazirda devam
etmektedir (Mahaveer et al., 2024).

Tez calismasi kapsaminda DANP ve Doksorubisin tedavi gruplarinda
yaklagik 2 kat yukar1 eksprese olmustur. DANP ve Doksorubisin tedavisi FInA’nin
yukar1 ekspresse olmasini hiicre sinyal molekiilleri ile etkilesime girerek hiicre
bliylimesini ve metastaz1 desteklemesi sonucu olumsuz prognoz olarak
degerlendirebiliriz. Aksine FInA’nin ¢ekirdekte ve transkripsiyon faktorleriyle etki
ederek hiicre biiyliimesinin inhibisyonuna neden olmasi acgisindan da olumlu
prognoz sonucu verdigini sOyleyebiliriz. Henliz net bir mekanizmanin
aciklanmamasi1 ac¢isindan sonuglar Doksorubisin ve DANP tedavisi arasinda

karsilagtirmaya olanak vermemektedir.

Bulgular boliimii Tablo 4.6’ da verilen DANP tedavi grubunda kanser
grubuna gore asagl ekspresse proteinlerin Doksorubisin tedavi grubu ile

karsilagtirilmasina ait bulgular ayrintilar ile agsagidaki gibi degerlendirmistir:

Apolipoprotein C-111

DANP tedavi grubunda asagi1 eksprese olmustur. Doksorubisin tedavi grubu,
saglikli grupta kanser gruba karsi ekspresyon seviyesinde degisiklik

gozlemlenmemistir.
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Apolipoproteinler, plazmada trigliserit bakimindan zengin c¢ok diisik
yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) ve yliksek yogunluklu lipoproteinlerin (HDL)
bilesenidir. Trigliserit homeostazisinde ¢ok yonlii bir rol oynar. Hiicre i¢i olarak,
hepatik c¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein 1’in toplanmasini ve salgilanmasini
tesvik eder; hiicre dis1 olarak, trigliseritten zengin lipoproteinlerin (TRL'ler)
hidrolizini ve temizlenmesini azaltir. Lipoprotein lipazi ve TRL'lerin kalan
reseptorler tarafindan hepatik alimini inhibe ederek TRL'lerin lipolizisini bozar.
Yag metabolizmasi, katabolizmasi ve transportu metabolik siireclerinde gorev alir.

Ligandi sialik asittir.

APOC1'in, MAPK sinyal yolu yoluyla kolorektal kanserde tiimor ilerlemesini
kolaylastirdigina dair bazi kanitlar vardi (Ren et al., 2019; Xue et al., 2012). Ayrica
Peng ve arkadaslar1 (2019) calismasinda apolipoprotein ailesinin {iyelerinin,
Ozellikle apolipoprotein E'nin (APOE) ve RAS ailesi iiyelerinin HCC’da dogrudan
veya ferritin agir polipeptit 1 araciligiyla yakindan iligkili oldugunu, APOE protein
artisinin karaciger kanseri gelisiminde énemli bir rol oynadigini gostermislerdir.
HCC’da apolipoproteinin artisi literatiirlerde kanitlanmis olup, kansere karsit DANP
tedavi sonrasi azaldigini tespit etmemiz bize DANP tedavisinin etkin ve olumlu

sonug verdigini gostermektedir.

Literatiirler dogrultusunda; DANP tedavi grubunda APOC3’iin asagi
eksprese olmasi ve Doksorubisin tedavi grubu ile saglikli grupta kanser gruba karsi
ekspresyon seviyesinde degisiklik gozlemlenmemis olmasi yine DANP tedavisinin
serbest Doksorubisin tedavisine gore daha avantajli ve iistiin oldugunun kanitidir.
Doksorubisin ile tedavide ekspresyonda belirgin farklanmanin olmamasi
APOC3"%n, DANP tedavisi ig¢in secici belirteg adayr olabilecegini
diistindiirmektedir.

Apolipoprotein A-1V

DANP tedavi grubunda ve saglikli grupta benzer sekilde asagi eksprese
olmustur. Doksorubisin tedavi grubu, ekspresyon seviyesinde degisiklik

gozlemlenmemistir.

Apolipoprotein  A-IV, silomikronlar ve diisikk yogunluklu lipoprotein
sekresyonu ve katabolizmasinda rol oynayabilir. ApoC-II ile lipoprotein lipazin

verimli aktivasyonu i¢in gereklidir; Lipoprotein ile iligkili bir enzim olan lesitin
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kolesterol asiltransferaz’in giiclii aktivatoriidiir. Apoa-1V, yiikksek yogunluklu
lipoprotein ve silomikronlarin 6nemli bir bilesenidir; Apolipoprotein A1/A4/E
ailesine aittir (STRING, 2024).

Apolipoprotein ailesinin kanserle iliskisine ait ¢ok yakin zamanda literatiirde
caligmalar mevcuttur. Bharali, et al. (2018), HCC’u olmayan kontrollerle
karsilagtirildiginda HCC hastalarinda artan ApoAl ekspresyonu ve azalmig
ApoAIV ekspresyonu, HCC’daki anormallikleri ortaya c¢ikarmustir. Otofaji ve
ayrica lipitlerin homeostazisinde de rol oynadigin1 ve apolipoproteinlerin kanser
tanis1 ve prognozu i¢in biyobelirtecler olarak potansiyel uygulamasini vurgulanmis
ve bunlarin kanser tedavisi ic¢in ila¢ hedefi olma potansiyellerini arastirilmistir.
Aksine Ni et al. (2020) calismasinda kronik karaciger hastaligi ve HCC’da ApoAl,
HDL ve LDL gibi dolasimdaki lipid ve apolipoprotein diizeylerinin ¢ogunlugunun,
benign lezyondakilere kiyasla hafif anlaml diizeyde azaldigini tespit etmistir.
Ancak kronik karaciger hepatiti ile HCC arasinda lipitlerin ve apolipoproteinlerin

anlamli farkli ekspresyon paternleri gézlenmemistir.

Ren et al. (2019), apolipoproteinlerin ekspresyonundaki artisin kanserle
dogru orantili oldugu tespit etmistir. Farkli tiirdeki apolipoproteinlerin kanserler,
otofaji, oksidatif stres, ilag¢ ve hipolipidemik ajanlara diren¢ ve kanserlerdeki rolleri

oldugunu tespit etmislerdir.

Bu tez ¢alismasinda Apolipoprotein C3 ve Apolipoprotein A4, DANP tedavi
grubu ve saglikli grupta asagi eksprese olmustur. Doksorubisin tedavi grubu kanser
grubu ile benzer ekspresyon seviyesinde olup, ekspresyon seviyesinde degisiklik
gozlemlenmemistir. Bu da bize DANP tedavi grubunda apolipoprotein
ekspresyonunu diisiiren faktorlerin bulunabilecegi ve kanser gruba gore
ekspresyondaki azalisin tedavi yanitinin olumlu seyri oldugu hakkinda bilgi
vermektedir. Ayrica saglikli grubun DANP tedavi grubu ile benzer davranig
gostermesi, DANP tedavisi i¢in olumlu veriler ortaya sunmustur. Ayrica
Apolipoprotein C3 ve Apolipoprotein A4’tin Doksorubisin ile tedavide
ekspresyonda belirgin farklanmanin olmamasi DANP tedavisi icin segici

biyobelirtegler olabilecegini diisiindiirmektedir.
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NADPH:adrenodoksin oksidorediiktaz

DANP tedavi grubunda ve Doksorubisin grubunda NADPH 1n asag1 eksprese

oldugu, saglikli grupta ekspresyon seviyesinin degismedigi tespit edilmistir.

Yag asidi oksidasyon yolu, 6zellikle metabolik stres altinda bir¢ok kanserde
vazgecilmez olan NADPH’ nin dolayli olarak saglanmasinda da anahtardir. Yag
asidi oksidasyonunda NADH, FADH; ve asetil koenzim A (CoA) iiretir (Xiong et
al., 2018) ve NADH ve FADH; ETC’ye girerken asetil CoA, ME1 yoluyla NADPH
tiretimine katilmak {izere sitozole ihra¢ edilen sitrat tiretmek i¢cin TCA ddngiisiine
girer. Yag asidi oksidasyonu bir dizi dongiisel katabolik reaksiyondan olusur ve yag
asitlerinin kisalmas1 (dongii basina iki karbon) ile sonuglanir. Indirgenmis
nikotinamid adenin diniikleotid (NADH), flavin adenin dintikleotid (FADH>),
NADPH ve ATP'nin 6énemli bir kaynagidir. NADH ve FADH», ATP iiretmek i¢in
elektron tasima zincirine girer ve NADPH, kanser hiicrelerini metabolik strese ve
hipoksiye karsi korur (Carrecedo et al., 2013). Yag asidi oksidasyonu ve yag asidi
sentezi, timoriin ilerlemesi icin gereklidir ve birbirlerini destekler. Yag asidi
sentezini bagslatmak ic¢in sitozolde yag asidi oksidasyonu metabolizmasindan
biriken asetil CoA ve NADPH’ye ihtiya¢ vardir. (Kuo et al., 2018). Yag asidi
oksidasyon yolundaki hiz sinirlayici enzimler olan karnitin palmitoil transferazlar,
uzun zincirli agil-CoA'y1 sitozolden mitokondriye tasir (Carracedo et al., 2013).
Karnitin palmitoil transferaz aracili yag asidi oksidasyonu aktivasyonunun,
NADPH homeostazisinin korunmasinda ve gastrointestinal kanser ve melanomda
hiicre metastazi ve kemorezistansin desteklenmesinde anahtar rol oynadigi rapor
edilmistir (Ju et al., 2020).

Glutamin metabolizmasi, TCA dongiisli i¢in Oonemli bir hiicresel karbon
kaynagidir; niikleotid, amino asit ve lipit biyosentezi i¢in bir nitrojen dondriidiir ve
ayni zamanda NADPH seviyelerinin korunmasi i¢in de kritik 6neme sahiptir.
Cogalan kanser hiicreleri aerobik glikoliz sergiler, bu da glikoz karbonunun TCA
dongiisiinden uzaklagsmasina yol acar, bu da artan NADPH ve amonyak iiretimi ile
hizl1 hiicre biiylimesini desteklemek i¢in anabolik stiregleri beslemek icin glutamin

kullaniminin artmasina neden olur (Schiliro et al., 2021).

Folat aracil1 tek karbon metabolizmasi uzun siiredir bilinmektedir ve niikleik
asit ve metiyonin sentezi i¢in tek karbonlu birimler liretme islevine atfedilmistir; bu

yolun bir diger 6nemli islevi NADPH indirgeme giicli tiretmektir. Serin ve glisin bu
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yolun ana karbon kaynaklaridir. Serin biyosentez yolunun aktivasyonu, kanser
hiicrelerinde NADPH olusumunu arttirir. Tersine, serini ortamdan uzaklastirmak
NADPH/NADP" oranini azaltir ve kanser hiicresi biiyiimesini bozar (Ju et al.,
2020).

Pentos fosfat yolu , sitozolik NADPH’ye en biiyiik katkiy1 saglayan glikolizin
ilk adiminda ayrilir. Calismalar, ¢esitli kanserlerde pentos fosfat yolunda glukoz
akisinin arttirllmasiyla NADPH {iretiminin 6nemli 6l¢iide arttigini kanitlamistir (Ju
et al., 2020).

DANP tedavi grubunda ve Doksorubisin grubunda NADPH 1n agag1 eksprese
oldugu, saghkli grupta ekspresyon seviyesinin degismedigi tespit edilmistir.
NADPH ekspresyonun asagi regiilasyonu DANP tedavisi yaklagiminin olumlu
oldugunun kanmitidir ancak sonuglar Doksorubisin tedavisi ile karsilastirmaya

olanak vermemektedir.
NADH dehidrojenaz [ubikinon]| 1 alfa alt kompleksi alt birimi 6

DANP tedavi grubunda ve Doksorubisin grubunda asagi eksprese oldugu,

saglikli grupta ekspresyon seviyesinin degismedigi tespit edilmistir.

Mitokondriyal membran solunum zinciri NADH dehidrojenazin (Kompleks
I) aksesuar alt birimi olup, katalizde yer almadigina inanilmaktadir. Kompleks I,
elektronlarin NADH’dan solunum zincirine transferinde gorev yapar. Enzim icin
dogrudan elektron alicisinin ubikinon olduguna inanilmaktadir. Liang et al. (2023)
caligmasinda mitokondriyal solunum kompleksi 1 alt birim eksikliginin timor

immiinojenitesine neden oldugunu tespit etmislerdir.

DANP tedavi grubunda ve Doksorubisin grubunda asagi eksprese oldugu,
saglikli grupta ekspresyon seviyesinin degismedigi tespit edilmistir. Liang ve
arkadaslarinin (2023) calismasmma gore DANP tedavi grubu ve Doksorubisin
grubunda asag1 ekspresyonu tiimor biiyiimesini kisitladigi yeni bir fonksiyonel
yontem saglamasi gézoniine alinirsa tedavi yanitini olumlu olarak nitelendirilebilir.
Sonuglar, Doksorubisin ve DANP tedavisi arasinda karsilastirmaya olanak
vermemektedir.
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Keratin 78

Keratin 78 Doksorubisin tedavi gruplarinda yukar1 eksprese olmustur. DANP
tedavi grubunda asagi ekspresyon tespit edilmekle birlikte saglikli grupta belirgin

artis ya da azalis s6zkonusu degildir.

Keratinlerin, apiko-bazal polarizasyon, hareketlilik, hiicre boyutu, protein
sentezi ve membran trafigi ve sinyalleme dahil olmak iizere diger hiicresel 6zellik
ve fonksiyonlarin diizenleyicileri oldugu kabul edilmistir. Kanserde keratinler,
tanisal timor belirtegleri olarak yaygin sekilde kullanilir; c¢linkii epitelyal
maligniteler, ilgili koken hiicreleriyle iligkili spesifik keratin modellerini biiyiik
Olcilide korur ve bir¢ok durumda, tiimorlerde tam uzunlukta veya boliinmiis keratin
ekspresyonu (veya yoklugu) bulunur ve/ve ya periferik kan, kanser hastalari i¢in
prognostik 6nem tasir. Oldukga ilgi ¢ekici bir sekilde, ¢esitli ¢alismalar kanser
hiicresi istilas1 ve metastazinin yani sira tedaviye yanit vermede aktif keratin
katilimina dair kanitlar sunmus ve epitelyal tiimor olusumunun c¢ok islevli
diizenleyicileri olarak keratinlerin roliiniin daha fazla arastirilmasi i¢in temel

olusturmustur (Karantza. et al., 2011).

Bu bilgiler dogrultusunda DANP tedavisinde Keratin 78’in asagi
regiilasyonu, DANP tedavi yaklagiminin olumlu oldugunun kanitidir. Doksorubisin
tedavisinde yukari regiilasyon olmasi1 yine DANP tedavisi ile Doksorubisin tedavi

yanitlarinin birbirinden farkli oldugunu gostermektedir.

14 kDa Fosfohistidin fosfataz

DANP ile tedavi sonrasi asagi eksprese olup, Doksorubisin ile tedavide

ekspresyonda belirgin farklanma tespit edilmemistir.

14 kDa Fosfohistidin fosfataz, fosfohistidin fosfataz aktivitesi gosterir. 14
kDa Fosfohistidin fosfataz’in bitisik kanserli olmayan insan karaciger dokusu ve
hiicreleriyle karsilastirildiginda hepatoseliiler karsinom (HCC) doku ve hiicre
hatlarinda yiiksek oranda eksprese edildigi gosterilmistir (Han et al., 2012). Ayrica
Xu ve arkadaglarinin (2021) ¢alismasinda, 14 kDa fosfohistidin fosfatazin fibrotik

karaciger dokusunda yukari regiile edildigini ve hepatik yildiz hiicrelerinin gocii ve
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lamellipodia olusumunda rol oynadigini bdylece karaciger fibrozu i¢in potansiyel
bir terapotik hedef oldugu belirtilmistir. Ekspresyonda asagi regiilasyon DANP
tedavisi yaklagiminin olumlu prognozunun kanitidir. Doksorubisin ile tedavide
ekspresyonda belirgin farklanmanin olmamasi DANP tedavisi igin segici bir

biyobelirteg olabilecegini gostermektedir.

Makrofajda eksprese edilen gen 1 proteini

DANP, Doksorubisin ve saglikli grupta yukari ekspresyon gostermistir.

Makrofajda eksprese edilen gen 1 proteini (M1 tipi makrofajlar), timor
hiicrelerini normal hiicrelerden ayirt edebilen anti-tiimor etkilere sahiptir. Timor
hiicrelerini tanimlayip sonugta tiimor hiicrelerini 6ldiiren ¢alismalarda, M1 tipi
makrofajlarin tiimor hiicrelerini 6ldiirme mekanizmasi iizerinde iki farkli etkiye
sahip oldugu bulunmustur. M1 tipi makrofajlar, timor hiicrelerini 6ldiirmek igin
dogrudan sitotoksisiteye aracilik eder: makrofaj aracili sitotoksisite yavas ve birden
fazla mekanizma igeren siirectir. Bu mekanizmalar 6rnegin makrofajlar, timor
hiicreleri {izerinde sitotoksik etkileri olan ROS ve NO gibi timoér o6ldiriict
molekiilleri serbest birakir (Bernsmeier et al., 2020 ) ya da tiimor hiicrelerini
Oldiiren antikora bagimli hiicre aracili sitotoksisitedir (ADCC) ki tiimor hiicrelerini
oldiirmek i¢in daha az zaman gerektirir (genellikle birkag saat i¢cinde) ve anti-timor

antikorlariin katilimini gerektirir (Bruns et al., 2015).
DANP, Doksorubisin ve saglikli grupta yukar1 ekspresyon gdstermistir. Bu
nedenle; sonuglar Doksorubisin ve DANP tedavisi arasinda karsilastirmaya olanak

vermemektedir.

Doksorubisin tedavisinde DANP tedavisinden farkli seviyede ekspresse olan

proteinler ayrica asagidaki gibidir:

Kitinaz benzeri protein 4

DANP tedavisi ve Doksorubisin tedavisi sonrasinda ilgili proteinin yukari

ekspresse oldugu tespit edilmistir.

Kitinaz benzeri proteinler doku yeniden yapilanmasi ve iltihaplanma ile

iligkilidir, aynm1 zamanda fibroz, ateroskleroz, alerji ve kanser gibi c¢esitli
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bozukluklarla da iligkilidir. Kitinaz benzeri proteinler, genislemis endozomal

vezikiiller yoluyla hiicre polaritesinin bozulmasi yoluyla tiimor olusumunu tesvik
eder (Khalili et al., 2023).

Doksorubisin tedavi grubunda ekspresyon seviyesi DANP tedavi grubuna
gore yaklasik iki kat daha fazladir. Saglikli Grupta ekspresyon seviyelerinde
farklilik gozlemlenmemektedir. DANP tedavisi ve Doksorubisin tedavisi
sonrasinda ilgili proteinin yukar1 ekspressyonu kotii prognoz ile iliskili oldugu

gosterebilir.
Proteazom alt birimi beta tip-3

DANP tedavsi ve Doksorubisin tedavisi sonrasinda ilgili proteinin yukari
ekspresse oldugu tespit edilmistir. Saglikli grupta ekspresyon seviyelerinde farklilik

gozlemlenmemektedir.

Proteazom alt birimi beta tip-3, c¢ogu hiicre i¢i proteinin proteolitik
bozunmasinda rol oynayan 20S c¢ekirdek proteazom kompleksinin katalitik
olmayan bilesenidir. Bu kompleks, farkli diizenleyici parcaciklarla birleserek hiicre
icinde ¢ok sayida 6nemli rol oynar. Iki 198 diizenleyici pargacikla birleserek 26S
proteazomu olusturur ve bdylece ubikuitinlenmis proteinlerin ATP'ye bagimli
bozunmasina katilir. 26S proteazomu, hiicresel islevleri bozabilecek yanlis
katlanmis veya hasar gOrmiis proteinleri ve islevleri artik gerekli olmayan
proteinleri uzaklastirarak protein homeostazisinin korunmasinda 6nemli bir rol
oynar. 20S proteazomu, ubikuitinden bagimsiz protein bozulmasina aracilik eder.
Bu tip proteoliz, spermatogenez veya MHC sinif I tarafindan sunulan antijenik
peptitlerin bir alt kiimesinin {iretilmesi dahil olmak iizere ¢esitli yollarda gereklidir
(UNIPROT P49720 - PSB3_HUMAN, 2024).

Endometrium kanserlerinde transkriptom c¢apinda en farkl sekilde eksprese
edilen genler arasinda PSMB3 tarafindan kodlanan proteazom alt birimi beta 3'i
belirlenmis ve PSMB3, endometriyumla karsilastirildiginda endometrial timor
dokularinda 6nemli 6lgiide daha yiiksek seviyelerde eksprese edildigi tespit
edilmistir (Mamoor, 2021). Buna gore; DANP tedavisi ve Doksorubisin tedavisi
sonrasinda proteazom alt birimi beta tip-3’iin yukar1 ekspresse olmasi ve
ekspresyondaki artis seviyelerinin yakin olmasi Doksorubisin ve DANP tedavisi

arasinda karsilastirmaya olanak vermemektedir.
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Deamidaz fosforibosilformilglisinamidin sentetaz (PFAS)

DANP tedavisi ve Doksorubisin tedavisi sonrasinda ilgili proteinin yukari
ekspresse oldugu tespit edilmistir. Saglikli grupta ekspresyon seviyelerinde farklilik

gozlemlenmemektedir.

Fosforibosilformilglisinamidin sentaz (PFAS), de novo piirin sentezinin
dordiincii adimimi katalize eden yliksek oranda korunmus bir enzimdir.
Formilglisinamid riboniikleotid ve glutaminin ATP'ye bagimli doniisiimiini
katalize ederek formilglisinamidin riboniikleotid ve glutamat elde edilmesini saglar
(Chenglong et al., 1999) . Human Protein ATLAS’ a gére PFAS HCC igin olumsuz
prognostik belirte¢ olarak tanimlanmistir (Human Protein ATLAS, 2024). Ayrica
Chong ve arkadaslar1 (2020), yaptig1 calismada de novo purin biyosentezinin
HCC’da arttig1 ve PFAS’in da iginde bulundugu bir¢cok enzimin yukari regule
oldugunu belirtmislerdir. Bu bilgiye dayanarak PFAS’1n yukari ekspresyonu DANP

tedavisi ve Doksorubisin tedavisinin kotii prognozu ile iliskilendilebilir.

Mitokondriyal isleme peptidaz alt birimi alfa

Doksorubisin tedavisi sonrasinda ilgili proteinin yukari ekspresse oldugu
tespit edilmistir. DANP tedavisi ve saglikli grupta ekspresyonda regiilasyon

goriilmemistir.

Mitokondriyal isleme peptidaz alt birimi alfa, proteolitik bir heterodimerin
alfa alt birimini temsil ettigi mitokondride bulunur. Bu heterodimer, transit
peptidinin niikleer kodlu mitokondriyal proteinlerden ayrilmasindan sorumludur
(NIH, 2024). Oksidatif stres varliginda proteinin korunmasi i¢in énemli bir faktor,
oksidatif modifikasyonlarin ve/veya protein degradasyonunun enzimatik olarak
tersine ¢evrilmesidir. Bu siireclerdeki bozulma kanser siirecinin kritik bir
bilesenidir. Mitokondriyal proteazlar yanlis katlanmis ve bir araya gelmeyen
polipeptitleri bozar, bdylece organelde kalite kontrol gozetimi gerceklestirir.
Mitokondriyal proteazlar, yakin zamanda Mitokondriyal serin proteazi olan
HtrA2/Omi i¢in gosterildigi gibi kanser gelisimine dogrudan dahil olabilir. Hem
kaspaz bagimli hem de bagimsiz yollarla apoptoza katkida bulunup, mitokondriyal
homeostazi saglar (Vande Walle et al., 2008) veya Lon proteaz tarafindan
parcalanan sitokrom c oksidaz kompleksinin bir alt birimi olan sitokrom ¢ oksidaz

4 gibi 6nemli mitokondriyal molekiilii diizenleyebilir (Bulteau et al., 2010).
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Doksorubisin tedavisi sonrasinda ilgili proteinin yukari ekspresse oldugu
tespit edilmistir. Doksorubisin tedavisi i¢in olumlu sonug¢ olmasina ragmen DANP

tedavisine iliskin veri sunmamaktadir.

Serum amiloid P bileseni

Doksorubisin tedavisi sonrasinda ilgili proteinin yukari ekspresse oldugu
tespit edilmistir. DANP tedavisinde ilgili proteinin ekspresyonunda artis ya da

azalis olmamustir.

Serum amiloid P bileseni, apoptotik hiicrelerin temizlenmesine katkida
bulunur. Ana akut faz reaktanlarindan biri olan serum amiloid P bileseni,
inflamasyonun temel yonlerini diizenler ve bagisiklik hiicresi aktivasyonu igin bir
esik belirler (Zhao et al., 2016).

Soliisyon bazli nLC-MS analizi sonucu yukarida degerlendirilen proteinlerin
yaninda jel bazli LC-MS yaklasimda ise; DANP tedavisi sonras1 Kalretikulin,
Glutamat dehidrogenaz, fruktoz-bisfosfataz aldolaz B, endoplazmik retikulum
saperonu BiP, regukalsin proteinlerinin yukar1 ekspresse oldugu 60 kDa 1s1 sok
proteini, 71 kDa 1s1 sok proteini, yag asidi baglama proteinlerinin ise asagi

ekspresse oldugu Mascot yiiksek skor degeri tespit edilmistir.

Doksorubisin tedavi grubunda ise hemoglobin yukari ekspresse olurken,
alblimin, yag asiti baglama proteini, serotransferrin, Endoplazmik retikulum
saperonu BiP, peroksiredoksin-1, glutamat dehidrogenezin asagi ekspresse

oldugunu Mascot yiiksek skor degeri tespit edilmistir.

Jel bazli LC-MS proteomik yaklagimla “Bulgular Boliimii Tablo 4.4 ve 4.5°de
verilen DANP ve Doksorubisin tedavi grubunda regule olan proteinlere ait bulgular

ayrica asagida degerlendirmistir:

Kalretikulin

Jel bazli yaklasim ile kalretikulinin DANP tedavisi sonrasi yukari

ekspresyonu tespit edilmistir.
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Kalretikulin, ¢esitli hiicresel islemlere katilan, yiiksek oranda korunmus bir
endoplazmik retikulum saperon proteinidir. Ilk olarak 1974 yilinda Ca* baglayici
bir protein olarak tanimlanmistir. Yapilan caligmalarda kalreticulin'in farkl
kanserlerin gelisiminde biiyiik etkileri oldugunu ve tiimor olusumu ve ilerlemesi
iizerindeki etkisinin hiicre tiplerine ve klinik asamalara bagli olabilecegini
gostermektedir. Hiicre ylizeyi kalretikulin bir “beni ye” sinyali olarak kabul edilir
ve kanser hiicrelerinin bagisiklik sistemi tarafindan fagositik alimini destekler.
Ayrica, gesitli raporlar, kalretikiilin seviyelerinin degismesinin, kanser hiicresi
proliferasyonu ve anjiyogenezinin yani sira farklilagsmasini da derinden etkiledigini
ortaya koymaktadir. Immiinojenite ve tiimdr olusumuna ek olarak, kanser metastazi
icin onemli bir siire¢ olan hiicre yapismasi sirasinda kalretikiilin ve integrinler
arasindaki etkilesimler de tanimlanmistir. Integrinler, hiicre dis1 matrisi ve hiicre igi
hiicre iskeletini birbirine baglayan ve icten disa veya disaridan igeriye sinyal
iletimini  tetikleyen heterodimerik transmembran reseptorleridir.  Ayrica,
integrinlere  baglanan  proteinlerin  integrin-hiicre  iskeleti  etkilesimini
etkileyebilecegini ve dolayisiyla hiicre yapisma yetenegini etkileyebilecegini ortaya
koymaktadir (Lu et al., 2015). Kalreticulin/kalnexin dongiisii yoluyla endoplazmik
retikulumda katlanmayi, oligomerik montaji ve kalite kontroliinii destekleyen
kalsiyuam baglayici saperon olup endoplazmik retikulumda sentezlenen
monoglikozile glikoproteinlerin neredeyse tamamiyla gecici olarak etkilesime girer
(Kozlov et al., 2010).

Feng ve arkadaglar1 (2005), kalretikulinin, HCC hiicre hatlarinda anormal
derecede asir1 eksprese edildigini tespit etmislerdir. Kalretikulinin asir1
ekspresyonu, muhtemelen PI3K/Akt yolu yoluyla, HCC malign davranigina biiyiik
Olciide katkida bulundugunu, kalretikulinin hepatoseliiler karsinom igin potansiyel
bir biyobelirte¢ ve terapotik hedef olarak hizmet edebilecegini belirtmislerdir.
Ayrica, Kalretikulin ekspresyon seviyeleri ile tiimor olusumu arasindaki
korelasyon, cesitli kanserlerde kapsamli bir sekilde incelenmistir ve ¢cogu rapor,
tiimor dokularinin normal dokulara kiyasla 6nemli 6l¢iide daha yiiksek kalretikulin

seviyeleri eksprese ettigini gostermistir (Zamanian et al., 2013).

Kalretikulin/kalneksin dongiisiinde apolipoprotein baglama fonsiyonu
bulunmakta olup, Wang et al. (2000) calismasinda, Ko-immunopresipitasyon ve
Pulse-chase analizleri sonucu, apolipoprotein A’nin kalretikulin ve kalneksin ile
etkilesiminin benzer kinetigi ortaya koydugunu ve apolipoprotein A sentezinden

15-30 dakika sonra zirveye ulastigini tespit etmislerdir. Bu baglamda, etiketsiz
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nLC-MS calismamizda Apolipoproteinlerde asagi1 ekspresyon kalretikulinin yukari

ekspresyonun sonucunu olabilir.

Kalretikulin ekspresyonundaki artis her ne kadar DANP tedavisi igin
dezavantaj gibi goriilse de apolipoproteinin asag regiilasyonu DANP tedavisi i¢in

olumlu bir sonug¢ yaratmaktadir (Bkz. Apolipoprotein C3; Apolipoprotein A4).

60 kDa 1s1 sok proteini, 71 kDa 1s1 sok proteini

Jel bazli proteomik yaklasimla DANP tedavisi sonras1 60 kDa 1s1 sok proteini,
71 kDa 1s1 sok proteinlerinin asagi regiile oldugunu tespit ettik. Ancak
caligmamizda bunun aksine nLC-MC sonuglarinda kanser dokuda ekspresyon
seviyesinde belirgin regiilasyon tespit edilememistir. Her ne kadar jel bazli
proteomik yaklasim ve etiketsiz nLC-MS tayinine dayali yaklagim ile

komplementar veri elde edilse de farkli sonuglar degerlendirmeyi zorlamaktadir.

Is1 Soku Proteinleri (HSP) kanserde yiiksek seviyelerde eksprese edilir ve
tiimor gelisimi i¢in gerekli olan destekleyici bir ortam olusturur. Bu alandaki son
verileri, esas olarak Hsp27, Hsp70 ve Hsp90'a yogunlasarak inceledik. HSP’lerin
kanserdeki en onemli rolii, asir1 eksprese edilmis ve mutasyona ugramis kanser
geninin aktif fonksiyonlarini stabilize etmektir. Dolayisiyla artan biiyiime, hayatta
kalma ve ikincil kanser olusumu dahil olmak {izere kanser morbiditesinin altinda
yatan bir¢ok Ozellik i¢in yiiksek HSP'ler gereklidir. Ek olarak HSP’ler kanser
tedavisi direncinin gelisimine de katkida bulunur. HSP’ler ayrica kanser
hiicrelerinden salinir ve reseptor aracili sinyalleme yoluyla malign 6zellikleri etkiler
(Calderwood et al., 2016). Jel bazli proteomik yaklasim DANP tedavisi sonrasi 60
kDa 1s1 sok proteini, 71 kDa 1s1 sok proteinlerinin asagi regiile olmasi yedavi yaniti

i¢in olumlu veri sunmaktadir.

Literatiirler dogrultusunda DANP tedavi yaklasiminin, jel bazli yaklagim
sonucuna gore antikanser yanitinin Doksorubisin tedavi yaklagimina gore daha iyi
oldugunu desteklemektedir.

Yag asidi baglama proteini 1

DANP tedavisi sonrasi jel bazli yaklasimda ekspresyonunda azalig

gozlemlenmistir.
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Yag asidi baglayict protein 1, karaciger hepatositlerde lipoprotein aracili
kolesterol aliminda rol oynar, kolesterolii baglar. Serbest yag asitlerini ve bunlarin
koenzim A tiirevlerini, bilirubini ve sitoplazmadaki diger bazi kii¢iik molekiilleri
baglar.  Hiicre i¢i  lipit tasinmasinda rol  oynayabilir  (UniProt
P12710.FABPL_MOUSE, 2024).

Yag asidi baglayict proteinler (FABP’ler), hiicre i¢i lokalizasyonu
kolaylagtirmak i¢in uzun zincirli yag asitlerini ve diger biyolojik olarak aktif
ligandlar1 baglayan kii¢iik, suda ¢oziiniir proteinlerdir Bugiine kadar insanlarda 10
izoformu ifade edilen 12 FABP ailesi iiyesi tanimlanmistir Fonksiyonel olarak
FABP'ler, yag asidi metabolizmasi ve tasinmasinda 6nemlidir; farkli aile iiyeleri,
gen transkripsiyonunu etkileme kapasitesine sahiptir. FABP ekspresyonunun
diizensizligi, genetik mutasyon ve/veya cevresel yasam tarzi etkileri yoluyla
meydana gelebilir. Hiicre i¢i fonksiyona ek olarak, eksojen, dolasimdaki FABP
ekspresyonu da meydana gelebilir ve insiilin direnci gibi spesifik hastalik
durumlaryla iligkilidir. Tiimor biyolojisinde FABP'lerin bir rolii giderek daha fazla
rapor edilmekte olup, yliksek eksojen FABP ekspresyonu, tiimoriin ilerlemesi ve
istilaciligr ile iligkilidir. Bununla birlikte, hiicre doniisiimii ve erken genisleme
sirasinda diizensiz FABP ekspresyonunun daha az net bir rolii oldugu belirlenmistir
(McKillop et al. 2019). DANP tedavisi sonrasi jel bazli yaklagimda ekspresyonunda

azalis tedavinin olumlu prognozu ile iliskili olabilir.

Glutamat dehidrogenaz 1

Jel bazli yaklasimda, DANP tedavi grubunda Glutamat dehidrogenaz 1 yukari
eksprese protein olarak tespit edilmistir. Doksorubisin tedavi grubunda ise asagi
regiile olark tespit edilmistir. Megger ve arkadaslar1 (2013) ¢alismasinda HCC’da
glutamat dehizrogenaz 1’in asag1 ekspresyon gosterdigini tespit etmistir. Wu ve
arkadaslar1 (2019), glutamat dehidrojenaz, Notch sinyal yolu yoluyla mide

kanserinde timor biiyiimesini engelledigini vurgulamiglardir.

Doksorubisin tedavi grubunda asagi regiilasyon gostermesi ve DANP tedavi
grubunda ise yukari regiilasyon gostermesi DANP tedavisinin olumlu oldugunu

gostermektedir.
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Fruktoz bisfosfat aldolaz B

Jel bazli calismamizda DANP tedavi grubunda yukari eksprese protein olarak

tespit edilmistir.

Fruktoz bisfosfat aldolaz, aldolaz glikolitik yolun ortasinda konumlandirilir
ve fruktoz-1,6-bisfosfatin dihidroksiaseton-3-fosfat ve gliseraldehit-3-fosfata geri
doniisiimlii boliinmesini katalize eder. Hemen hemen tiim kanserlerde en bol
bulunan aldolaz izoformu olan kas izoformu (ALDOA), aktin filamentlerini
diizenleyebilir, Wnt ve p53 sinyallesmesini diizenleyebilir. ALDOA’nin hiicre
dongiisiinlin S/G1 fazinin ilerlemesinde rol oynadig1 da gosterilmistir. ALDOA,
kanser hiicresinin hayatta kalmasi ve ¢ogalmasi i¢in gerekli olan birgok hiicresel
olaya katildigindan, ALDOA’nin fonksiyonlarinin bozulmasinin, anti-kanser
tedavisi i¢in tercih edilebilir bir hedef olabilecegi belirtilmistir. Normal hiicrelerde
olmasa da kanserli hiicrelerde, ALDOA’nin aktin hiicre iskeleti ile etkilesiminin
bozulmasinin, ROS {iretiminde 6nemli bir artis, ATP sentezinin durmasi ve kaspaz
ile sonuglanan kalsiyum seviyelerinde artis dahil olmak iizere bir dizi hiicre i¢i
degisikligi tetikledigini ortaya koymaktadir.Kanserli hiicrelerde ALDOA nin agiri
ekspresyonunun yiiksek glikolitik gereksinimleriyle iligskili olmadigi, ancak
metastatik kanser hiicrelerinin aktin hiicre iskeletinin biitiinliiglini garanti altina

aldig1 bir adaptasyonu temsil ettigi belirtilmistir ( Gizak et al., 2019).

Megger et al. (2013)’nin jel bazli ve etiketsiz nLC-MS calismasinda HCC’ da
Fruktoz bisfosfat aldolaz B’nin yukari ekspresse oldugunu tespit etmistir. Etiketsiz
nLC-MS calismamizda DANP ve Doksorubisin tedavisinde Fruktoz bisfosfat
aldolaz C proteinin ekspresyonunda artis ya da azalis olmamustir. Fruktoz bisfosfat
aldolaz B’nin kanser ile iliskisine yonelik sinirli bilgi nedeniye herhangibir bulgu

tespit edilememistir.

Endoplazmik retikulum saperon BiP

Jel bazli yaklasimda DANP tedavisinde ve Doksorubisin tedavisinde asagi

regule protein olarak tespit edilmistir.

Endoplazmik retikulum saperon BiP (i1s1 soku protein ailesi A tiiyesi 5-
HSPAS, GRP78 veya BiP) endoplazmik retikulum liimeninde protein katlanmasi

ve kalite kontroliinde 6nemli bir rol oynayan endoplazmik retikulum saperonudur.
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ERNI1/IRE1 aracili katlanmamis protein tepkisinin (UPR) 6énemli bir baskilayicisi
olarak islev goriir (Oikawa et al., 2009).

Protein katlanmasi ve bozunmasindaki bir dengesizlik, ER’de katlanmamis
proteinlerin birikmesine ve bu organelde uygun homeostazi geri kazandiran bir
sinyalleme kaskadinin aktive olmasina neden olabilir. Endoplazmik retikulum
saperon BiP, bu siireglerde kritik bir rol oynayan ATP’ye bagiml bir saperondur.
BiP, BiP’nin ATP’ye bagimli substrat etkilesimlerini uyaran belirli ER-lokalize
Dnal ailesi tyeleriyle (ERdj) etkilesime girer ve birka¢c ERdj de dogrudan
katlanmamis protein istemcilerine baglanir (Pobre et al.,2019).  Protein
translokasyonu sirasinda ER'nin gecirgenlik bariyerini korumaktan, yanlig
katlanmig proteinleri retrograd translokasyon ic¢in hedefleyerek proteazom
tarafindan parcalanabilmelerinden sorumludur. Endoplazmik retikulum saperon
BiP ihibisyonu artan kalretikulin ve ATP olusumu ile immunojenik hiicre 6liimii ile
sonuglanir (Kepp et al., 2022).

Endoplazmik retikulum (ER) strese girdiginde, endoplazmik retikulum
saperon BiP hiicre yiizeyine, mitokondriye ve ¢ekirdege tasinarak islevlerini yerine
getirmek icin diger proteinlerle kompleks olusturur. Hiicre yiizeyinde, endoplazmik
retikulum saperon BiP hiicre canliligi, ¢ogalma, apoptoz ve hiicre cogalmasinda rol
oynayabilir (Bailly ve Waring, 2019). Kang et al. (2015) calismasinda endoplazmik
retikulum saperon BIP’i onkoprotein olarak ifade etmis ve KIAA1324’in
onkoprotein GRP78'1 engelleyerek mide kanseri ilerlemesini engelledigini
aciklamiglardir. Rangel et al. (2021) ¢calismasinda Endoplazmik retikulum saperonu
BiP’in mutant Kras kaynakli akciger timor olusumu icin kritik 6neme sahip
oldugunu ortaya koymustur.

Jel bazli yaklasim ile tespit edilen endoplazmik retikulum saperon BiP’in
azalis1 ve yine Jel bazl1 yaklagim ile tespit edilen kalretikulin artis1 sonucu, Kepp et
al.(2012) calismasindaki verilere dayanarak; DANP tedavisi sonucu hiicre 6liimi
ile sonuglanabilir. Bu dogrultuda, Jel bazli yaklasimda DANP tedavisi ile
doksorubisin tedavisinde asagi regule protein olarak tespit edilmesi tedavilerin

olumlu prognozu ile iligkili olabilir.
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Regukalsin

Etiketsiz LC-MS analizinde DANP ve Doksorubisin tedavisinde
ekspresyonda degisiklik gozlemlenmemesine ragmen jel bazli yaklasimda yukari

regule protein olarak tespit edilmistir.

Regukalsin (MW ~ 33.38 kDa), si¢an karacigerinde kesfedilen bir kalsiyum
baglayici proteindir. Regukalsin gen ekspresyonu ve protein seviyeleri, hormonlar,
hiicre i¢i sinyal faktorleri ve transkripsiyon faktorleri dahil olmak iizere cesitli
faktorler tarafindan yiikseltilebilir. Ayrica gesitli patofizyolojik kosullar, yaslanma
ve c¢evresel bilesenler, alkol ve ila¢ kullanimi, diyabet regukalsin geninin ifadesini
baskilayabilir. Her ne kadar epigenetik modifikasyon bilinse de timor
dokularindaki asagi regiilasyon, fonksiyonel ¢alismalar yoluyla aydinlatiimay1
gerektirir (Nitschkowski et al., 2019) . Ekzojen regukalsinin, insan karaciger
kanseri HepG2 hiicrelerinin in vitro bliylimesini baskiladigini tespit etmislerdir
(Yamaguchi et al., 2018).

Regukalsin asir1 ifade edildiginde, klonlanmis sigan hepatoma hiicrelerinde
apoptozu bastirir ve ayrica ¢esitli faktorleri diizenleyerek hiperlipidemi ve

osteoblastogenezi indiikledigi belirtilmistir (Danish ve Riaz, 2023).

Degisen regukalsin gen ekspresyonu ¢esitli metabolik bozukluklara neden
olabilir; kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina, tiimoér olusumuna ve metastaza yol agar.
Yamaguchi ve arkadaslar1 (2023) ¢alismasinda, sitotoksik kanser ilaglarina direngli
insan yumurtalik kanseri SK-OV-3 hiicrelerinin biiylimesinde regukalsinin
baskilayici roliinii agiklamiglardir. Kanserin onleyici ve tedavi edici etkinligi i¢in
regukalsin kullanilabilir oldugunu ve regukalsin seviyelerinin arttirilmasiyla
kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasinin, timoér olusumunun ve metastazin bloke
edilebilecegini belirtmislerdir. Asir1 eksprese edilen regukalsin, EGF sinyallemesi
de dahil olmak iizere ¢esitli sinyal yollarini1 hedefleyerek hiicre proliferasyonunu

baskiladigin1 vurgulamislardir.

Jel bazl1 yaklasimda regukalsin yanit1 yukari regule olmustur. DANP tedavi
yanitinda regukalsinin yukar1 ekspresyonu tedavi etkinligini destekleyen veri

sunmustur.
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Serotransferrin

Serrotransferin her iki proteomik yaklasimda (jel bazli proteomik yaklagim
ve etiketsiz nLC-MS yaklagim) Doksorubisin tedavi grubunda asagi regule

olmustur.

Serotransferrin, karacigerde sentezlenen serum transferrindir. Serotransferrin
viicuda demir saglamada, demir iyonu homeostazisinin siirdiiriilmesinde,
hemoglobin sentezi i¢in demirin eritropoietik hiicrelere taginmasini kolaylastirmada
veya ii¢ degerlikli demir iyonlarmin emilim ve depolama alanlarindan demir
gerektiren diger bolgelere iletilmesinde O©nemli bir oyuncudur. Besin
metabolizmasi, embriyogenez, hiicre proliferasyonu, mitoz, kemotaksis ve
anjiyogenez dahil olmak {izere ¢ok sayida hiicresel siirecte rol oynar (Wallace,
2016).

Son et al. (2020) yaptig1 ¢alismada, kanserde demir metabolizmasinin ve
demir diizenleyici proteinlerin degistigini ve ekstrahepatik kolanjiyokarsinom
hastalarinda safranin kantitatif proteomik analizi sonucu serotransferrin diizeyinin

arttigini tespit etmislerdir.

Serrotransferin hem jel bazli proteomik yaklagim hem de etiketsiz nLC-MS
yaklasimda DANP tedavi grubunda asagi regule olmustur. Doksorubusin tedavi
yanitinda serotransferrinin asagi ekspresyonu tedavi etkinligini destekleyen veri

sunmustur.

Peroksiredoksin 1

Doksorubisin tedavisinde asagi regule oldugu tespit edilmistir.

Peroksiredoksin-1; Hidrojen peroksit ve organik hidroperoksitlerin sirasiyla
suya ve alkollere indirgenmesini katalize eden tiyole 6zgli peroksidazdir.
Peroksitleri detoksifiye ederek ve hidrojen peroksit aracili sinyal olaylarinin
sensorii olarak oksidatif strese karsi hiicre korumasinda rol oynar. H202'nin hiicre
ici konsantrasyonlarini diizenleyerek biiylime faktorlerinin ve tiimor nekroz
faktorii-alfanin sinyalleme basamaklara katilabilir, oksidatif stres ve redoks
yollarinda gorev alir. Gong et al. (2015) calismasinda peroksiredoksin 1’in

0zofagus skuamoz hiicreli karsinomunda mTOR/p70S6K yolunu diizenleyerek
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tiimor olusumunda rol oynayabilecegini tespit etmislerdir. Pankreas kanserinde
peroksiredoksin 1 seviyeleri yiikselir ve potansiyel olarak bu hastaligin tanisi ve
prognozu igin bir belirte¢ gorevi gorebilir. Cai et al. (2015), pankreas kanserinde
peroksiredoksin 1 seviyesinin ylikseldigi ve potansiyel olarak bu hastaligin tanisi

ve prognozu i¢in bir belirteg gorevi gorebilecegini belirtmislerdir.

Doksorubisin tedavisinde asagi regiilasyon tedavinin olumulu sonucunu

yansitabilir ancak DANP tedavisi i¢in veri sunmamaktadir.
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6.SONUC VE ONERILER

Bu tez c¢alismasi ile doksorubisin yiiklii arabinogalaktan kapli manyetik
nanopartikiiler formiilasyonunun (DANP) kanser karaciger dokusu tzerindeki
etkisi kanser kontrol grubu ve serbest Doksorubisin tedavi grubu yanitlar ile
proteomik diizeyde karsilastirilmistir. Oncelikle karaciger kanser modeli
olusturularak, karaciger dokusunda farklanan protein ekspresyonunun tayini igin
kantitatif proteomiklerin iki tamamlayici teknigi, jel bazli LC-MS ve solusyon bazli
etiketsiz  LC-MS  proteomik  yaklagimlarinm1  birlestiren  bir  calisma
gerceklestirilmistir. Boylece doksorubisin yiiklii arabinogalaktan kapli manyetik
nanopartikiiler formiilasyonun molekiiler diizeydeki etkisi ayrintili gsekilde

degerlendirilmistir.

Jel bazli yaklasimda,; p < 0,05 ve ekspresyonda 2 kat yukar1 & asagi
regiilasyon gosterenler noktalar iizerinden anlamli proteinler izole edilmeye
calisilmis ancak kiitle spektrometresi ile analiz edilmek {izere sinirli sayida protein

spotu secilmistir.

Etiketsiz nano-LC-ESI-MS yaklasimda DANP ve Doksorubisin tedavi
gruplar kanser gruba karsit Proteom Discoverer 2.2 yazilimi (Therm o Scientific,
ABD) tizerinden degerlendirilmis ve herbir proteinin abundanslar1 oranlanmustir.
Yukar1 regiilasyon kriteri p < 0,05 ve ekspresyonda >2 kat ve asagi regiilasyon
kriteri < 0,5 kat dogrultusunda degisiklik gosteren 101 adet proteinde DANP ve
Doksorubisin tedavisi sonrasinda kanser grubuna gore abundans bakimindan
onemli farkliliklar gozlenmistir. Bu analiz 22’ sinin DANP tedavi grubunda yukari
regiile edildigi ve 12’sinin asag1 regiile edildigi tespit edilen 34 6nemli Olciide
farklanan proteinle sonuglanmistir. Yine ¢alismamiz doksorubisin tedavi grubunda
da 30’unun yukar1 regiile edildigi ve 19’unun asag regiile edildigi tespit edilen 49

onemli 6l¢lide diizenlenmis proteinle sonuglanmistir.

Ozetle, uygulanan dl¢iim teknigine bakilmaksizin toplam 116 yukar1 & asagi
eksprese edilmis protein bulunurken, 15 adet farkli protein yalnizca jel bazh
proteomik c¢alismasinda ve 101 adet differansiyel protein ise etiketsiz LC-MS
caligmasinda tanimlanmistir. Bu da bize her iki yaklagimin da tamamlayici
oldugunu ve ozellikle jel bazli yaklasimin bu calisma i¢in tek basina yetersiz
oldugunu acikca gdstermektedir. Ozellikle, her iki calismada da toplam 1200’e
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yakin protein sayisinin yalnizca %10’una karsilik gelen 116 adet proteinde
regiilasyonlarin oldugu tanimlanmistir. Bu sonug, farkli tekniklerin kombinasyon
halinde kullanilmasinin faydasini agikg¢a gostermektedir, boylece daha fazla
proteom kapsami elde edilecektir. Bu sonug¢ ayrica tedavi gruplar ile

metabolizmada belirli metabolik siire¢lerde farklanmanin oldugunu géstermektedir.

Etiketsiz nLC-MS ¢alismasinda regule olmayan ancak jel bazli yaklasimda
protein regiilasyonlar1 tespit edilen ve literatiirlerle de desteklenen sonuclar elde
edilmistir. Ornegin; glutamat dehidrogenaz, 1s1 sok proteinleri (60,71 kDa),
endoplazmik retikulum saperon BiP, regukalsin, kalretikulin proteinlerinin

regiilasyonu jel bazli yaklasimda tespit edilmistir.

Jel bazli yaklasimda, DANP tedavisi sonrasi kalretikulin, glutamat
dehidrogenaz, fruktoz-bisfosfataz aldolaz, regukalsin proteinlerinin yukari
ekspresse oldugu 60 kDa 1s1 sok proteini, 71 kDa 1s1 sok proteini, yag asidi baglama
proteini-1 ve endoplazmik retikulum saperon BiP proteinlerinin ise asag1 ekspresse

oldugu Mascot yiiksek skor degerlerinde tespit edilmistir.

Doksorubisin tedavi grubunda ise hemoglobin yukari ekspresse olurken,
alblimin, yag asidi baglama proteini, serotransferrin, endoplazmik retikulum
saperon BiP, peroksiredoksin-1, glutamat dehidrogenezin asag1 ekspresse oldugunu

Mascot yiiksek skor degerlerinde tespit edilmistir.

Cok sayida bagimsiz ¢caligmada hastalikla iliskili protein diizensizlikleri rapor
edilmis olan HCC’un, doksorubisin ya da DANP tedavisi sonrasi bir¢ok proteinin
regule olmasi beklenmekte olup, ¢calismamizda elde edilen sonuglar bunu destekler
niteliktedir. Ozellikle yukar1 regiile edilen proteinler arasinda ilgi cekici olarak
DANP tedavisinde regiilasyonu yiiksek (abundans orani) olan yukari ekspresse
proteinlerden sfingozin fosfat liyaz, oksitosin ve Sitokrom c oksidaz alt birimi
6B1’in gerek belirgin artiglar1 gerekse serbest Doksorubisin tedavisine gére olumlu
sonuglart nedeniyle HCC’un DANP ile tedavisine iliskin biyobelirte¢ niteligi
tagimaktadir. Ayrica, Apolipoprotein C3, Apolipoprotein A4, 14 kDa fosfohistidin
fosfataz ve Keratin 78 protein yapilarinin DANP tedavisinde gerek belirgin azalisi
gerekse serbest Doksorubisine gore olumlu sonuglar1 nedeniyle yine HCC’un
DANP ile tedavisinde biyobelirte¢ niteligi tasidigimi diisiinmekteyiz. Doza bagh
yan etki i¢in Sitokrom P450 2D26 ise yine belirgin artisi ve serbest Doksorubisine

gore olumlu sonuglar1 nedeniyle terapdtik potansiyeli gosteren biyobelirteg niteligi
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tasidigin1  diisiinmekteyiz. ilag direnci gelistirme siirecleri igin glutatyon-S-
transferaz’in yine tedavi durumunu gosteren biyobelirteg niteligi tasidigini
diisiinmekteyiz. Doksorubisin tedavisinde ise her iki yaklasimda Serotransferin
proteinin asagi regule bir protein olarak tanimlanmis olmasi ve ayrica Doksorubisin
tedavi grubunda da kanser gruba kars1 ekspresyon seviyesindeki azalis nedeniyle
bu proteinin Doksorubisin tedavisi icin terapotik biyobelirte¢ adayr olarak klinik

acidan degerlendirilebilecegini diisiindiirmektedir.

Tezin ana hedefi olan; Doksorubisin i¢eren nanopartikiil uygulanmis ve
serbest Doksorubisin uygulanmis kanser karaciger dokusu iizerinden yukar1 & asagi

regule olan protein profillerinin karsilastirilmasi gerceklestirilmistir.

Diferansiyel olarak eksprese edilen proteinlerin sonuglari, biyolojik siireclerle
veya proteinlerin molekiiler fonksiyonuyla ilgili ¢esitli sinyal yollari yukari veya
asag1 regiile ettigini gosterdi. DANP tedavisiyle serbest Doksorubisin tedavisinin
HCC {izerindeki etkisinin protein yanitlarindaki heterojeniteden de anlasilig1 gibi

metabolik siireclerde de farklandig tespit edilmistir.

Farklilik gosteren proteinlerin gorev aldig1 metabolik yollar ve birbirleri ile
etkilesimi STRING Analizi ve ilgili mevcut literatlirler 15181inda arastirilarak,
DANP tedavisinin antikanser aktivitesi kanser kontrol grubu ve serbest

Doksorubisin tedavisi grubu ile karsilastirilmistir.

Etiketsiz nLC-MS yaklagimiyla tespit edilen proteinlerden DANP ile tedavi
sonras1 yukar1 ekspresyona ugrayan proteinlerin sorumlu oldugu molekiiler
fonksiyon demir baglama siirecleri olup, 6zellikle notrofil agregasyonu, demir
iyonu homeostazisi, oksidatif fosforilasyon, elektron tasima zinciri, lipopolisakarit
yaniti, inflamatuar yanit, dogustan gelen bagisiklik yaniti, savunma yaniti,
bagisiklik sistemi gibi biyolojik siireclerde gorev alan proteinler oldugu tespit
edilmistir. Doksorubisin ile tedavi sonrasi yukari1 ekspresyona ugrayan proteinlerin
ise ozellikle sorumlu oldugu molekiiler fonsiyonlar demir iyonu transmembran
tagiyici inhibitor aktivitesi, ferrik/ferr6z iyon baglanmasi, kalsiyuma bagimli
protein baglanmasi, demir iyonu baglanmasi, gecis metali iyonu baglanmasi
siirecleri olup, notrofil agregasyonu, demir iyonu transportu, kompleman
aktivasyonu, hiicre 6ldiirme, humoral bagisiklik tepkisi, hiicre ylizeyi tanima

reseptor sinyali biyolojik siireglerde gorev alan proteinler oldugunu belirlenmistir.
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DANP tedavi grubu yanit1 sonrast yukar1 regule proteinlerin, Doksorubisin
tedavi grubu yukar1 regule proteinlerine gore ozellilkle oksidatif fosforilasyon,
elektron tasima zinciri reaksiyonlarmi ve lipopolisakkarit yanit reaksiyonlarini
iceren biyolojik silireglerde farklanmaya neden oldugu tespit edilmistir.
Doksorubisin tedavi sonrasi protein yanitinda ise DANP tedavi grubu yukari regule
proteinlerine goére kompleman aktivasyonu, humoral bagisiklik tepkisi, hiicre
ylizeyi tanima reseptor sinyal yolu gibi metabolik siireglerde farklanma oldugu

tespit edilmistir.

Etiketsiz nLC-MS yaklagimiyla tespit edilen proteinlerden DANP ile tedavi
sonrasi agag1 ekspresyona ugrayan proteinlerin 6zellikle yag metabolizmasi (lipaz
ithibitor aktivite, yag baglama, kolestrol metabolizmas1 LDL negatif regiilasyonu,
Lipoprotein lipaz aktivitenin pozitif regiilasyonu, yag baglama, yag tasima, HDL
modiilasyon, fosfolipid akisi, trigliserid metabolizmasinin pozitif regiilasyonu,
trigliserid katabolik prosesi, silomikron kalint1 klirensi), metabolit tasima ve ion
kanal aktivitesi gibi molekiiler ve hiicresel siireclerde gorev alan proteinler oldugu
tespit edilmistir. Doksorubisin ile tedavi sonrasi asagi ekspresyona ugrayan
proteinlerin ise Ozellikle Ostrojen katabolik prosesi, hiicresel glukuronidasyon,
steroid metabolik proses, sekonder alkol metabolik prosesi, karaciger gelisimi ve
lipit metabolizmasi, steroid baglama, steroid sulfotransferaz aktivite, yag asidi
baglama, oksidorediiktaz  aktivite, demir baglama, hem  baglama,
glukronosiltransferaz aktivite gibi biyolojik siireglerde gorev alan proteinler oldugu

belirlenmistir.

DANP tedavi grubu yanit1 sonrast asagi regiile proteinlerin, Doksorubisin
tedavi grubu asagi regule proteinlerine gore 6zellilkle lipaz inhibitor aktivite, lipit
baglama gibi lipit metabolik proses reaksiyonlarii ile tasiyici aktivite igeren
metabolik siiregte farklanmaya neden oldugu goriilmektedir. Doksorubisin tedavi
yaniti sonrasi asagi regiile proteinlerin oksidorediiktaz aktivite, glukuronosil
transferaz aktivite, steroid baglama, demir ve hem baglama reaksiyonlarini igeren

siireclerde farklanma oldugu tespit edilmistir.

DANP ile tedavi sonrasit oksidatif fosforilasyon, elekron tagima zinciri
reaksiyonlarinda yukar1 regiilasyonun olmasi, Doksorubisin tedavisi sonrasi ise
oksidorediiktaz aktivitenin azalmasi nedeniyle DANP formiilasyonunun, serbest

Doksorubisin’e gore daha HCC ig¢in istiin bir tedavi protokolii sundugunu
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disiinmekteyiz. Buna ragmen her iki tedavi yaklagiminda Notrofil elastaz,

lipokalin2, FABPS5 regiilasyon sonuglar1 kotii prognoz ile iliskilendirilebilir.

Boylece tez calismasi kapsaminda; s6z konusu ilag tasiyici sistem (DANP)
etkisi ile tedavi sonrasi protein regiilasyonundaki degisim ile tiimor dokusu
iizerinde ilag etkisinin aydinlatilmasi ve serbest etken madde ile etki ettigi
metabolik siirecler karsilagtirilmistir. Boylece tedavi yanitinin degerlendirilecegi
biyobelirte¢ olma potansiyeli yiiksek olan sfingozin fosfat liyaz, oksitosin reseptor,
Sitokrom c oksidaz alt birimi 6B1, Apolipoprotein C3, Apolipoprotein A4, 14 kDa

fosfohistidin fosfataz ve Keratin 78 proteinlerinin tespiti gergeklestirilmistir.

Sonug¢ olarak, kantitatif proteomik veriler hepatoseliiler karsinomdaki
heterojenligi vurgulamaktadir; yukar1 ve asagi regiile edilen proteinler acikca
tanimlanmistir.  Sonuglarimizin HCC’un diizenlenmis molekiiler yolaklarinin
arastirilmasi ile yeni terapotik hedeflerin gelistirilmesine katkida bulunmasi
beklenmektedir.

Bu c¢alisma, HCC metabolizmas1 hakkindaki bilgimizi genisletmemize ve
biyobelirte¢ olma potansiyeli yiiksek olan proteinleri Onermemize olanak
saglamistir. BOylece tez ¢alismasi kapsaminda; s6z konusu ilag tasiyici sistemin
HCC protein regiilasyonundaki degisim ile tiimor dokusu iizerinde etkisi iizerine

literatiire katk1 saglanmistir.

Tanimlanan proteinler ile HCC’daki tedavi farklanmasinda rol oynayabilecek
biyokimyasal mekanizmalara yonelik bulgular gelecekteki ¢aligsmalar ve literatiirii
daha da giiclendirecektir.

Tanimladigimiz biyobelirteg niteligindeki proteinlerin antikorlar1 temin
edilerek, protein verifikasyon ve sonrasinda validasyon g¢alismalar1 yapilmalidir.
Proteom bilgisini genom ve transkriptom verileriyle entegre edilerek, Western blot
ile ilgili proteinin validasyonu sonucu elde edildigi takdirde kesin belirte¢ adi
literatiire eklenebilir.
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