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OZET

Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda Karsilastirmah Yiizey Proteom Analizi

Amag: Gliniimiizde yaygin olarak goriilen kanser tiirlerinden meme kanseri (MK), diinya
genelinde yiiksek insidansa ve Olim oranma sahiptir. Yillardir siiren c¢alismalara ve
kaydedilen 6nemli bilimsel gelismelere ragmen, MK ’nin teshisi ve tedavisi i¢in heniiz 6zgiin
bir biyobelirte¢ bulunamamistir. Tez ¢alismasi kapsaminda saglikli (MCF-10A) ve kanserli
meme hiicre hatlarinin (MCF-7 ve MDA-MB-231), karsilastirmali hiicre yiizey proteom
analizleri yapilarak meme kanseri teshis ve tedavisinde kullanilma potansiyeli olabilecek
biyobelirte¢ adaylar1 saptandi. Tez kapsaminda analizler gergeklestirilirken hiicre
proteomunun deneysel sartlardan etkilenmemesi ve hiicre yilizey proteomundaki ger¢ek
degisimlerin saptanabilmesi i¢in literatiirde sik¢a kullanilan ancak problemli bir yaklagim
olan kimyasal biyotinilasyon yerine tez kapsaminda gelistirdigimiz yeni bir yaklasim olan
enzimatik biyotinilasyon metodu kullanildu.

Yontem: Caligma kapsaminda hiicre yiizey proteinlerini (HYP) biyotin ile etiketlemek icin
TurbolD enzimi Escherichia coli (E. coli) hiicrelerinde iiretilip saflagtirildi ve ardindan saf
enzim hiicrelerin bulundugu kiiltiir ortamina eklenerek HYP’lerin biyotin ile etiketlenmesi
saglandi. Etiketlenen proteinler streptavidin kapli manyetik boncuklar yardimiyla
zenginlestirildi ve ve triptik kesim sonras1 nLC-MS/MS sistemi {izerinden analizleri yapildi.
Elde edilen MS-MS sonuglart Proteom Discoverer 2.5, String ve g-Profiler araglar
kullanilarak analiz edildi. Sonuglarin dogrulanmasi i¢in ifade diizeyi degisen 2 protein
secilerek (VDAC1 ve N-Cadherin) Western Blot (WB) analizleri yapildi. WB analizlerinde
gozlemlenen bant yogunluklarindaki degisimler Quantity One yazilimi ile degerlendirildi.
Bulgular: Yapilan ¢alismalar sonucunda toplamda 1112 adet protein tanimlanmis ve analiz
edilmistir. Bu proteinlerin 425 tanesi plazma membrani (PM) lokalize olurken, 217 sinin
hiicre dis1 matriks, salgi proteinleri ve hiicre-hiicre baglanti proteinlerinden olustugu
goriildii. Kalan 470 adet protein analiz edildiginde ise bu proteinlerin agirilikli olarak
mitokondri, endoplazmik retikulum, golgi ve diger hiicresel membranlarda lokalize oldugu

belirlendi. nLC-MS/MS verileri kullanilarak yapilan karsilagtirmali analizler sonucunda 194



plazma proteinin hiicre gruplar1 arasinda anlamli farkliliklar gosterdigi saptandi. VDACI1
ve N-Cadherin antikorlar1 kullanilarak dogrulama amagli yapilan analizler, nHPLC LC-
MS/MS analizleri ile benzer sonug verdigi ve tasarlanan yaklagimin giivenilir bir sekilde
calistig1 goriildii.

Sonug: Tez kapsaminda gelistirdigimiz yeni ve 6zgiin yaklasimla yapilan HYP’lerin biyotin
ile etiketlenmesi ve sonrasinda streptavidin boncuklar ile zenginlestirilmesi basarili bir
sekilde gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar hiicreler gruplar1 arasinda ifade farkliliklarinin
oldugunu gosteren 194 adet proteinin varligini ortaya koydu ve bu proteinlerin potansiyel
biyobelirte¢ aday1 oldugunu gosterdi. Ayni zamanda literatiirde yapilmis olan ¢alismalarin
sonuglarimizi bityiik cogunlukta dogrulandigr goriildi. Tez kapsaminda belirledigimiz aday
biyobelirteglerin biiyiik bir ¢ogunlugu son 5 yil igerisinde farkli kanser hastaliklari ile
iligkilendirilmis olup, bunlar ile alakali kisitli sayida ¢alismanin yapildigi anlasilmistir. Bazi
proteinlerin ifade diizeylerindeki degisim ise ¢alismamiz kapsaminda ilk defa meme kanseri
hiicre hatlarinda gosterilmistir. Bu proteinlerin  meme kanseri olusumunda veya
metastazindaki etkileri ve muhtemel ila¢ hedefi olup olamayacaklar1 gelecekte yapilacak
calismalarla irdelenmelidir. Gelecekte elde edilecek veriler meme kanserinin erken tanisina
dair ipuglarini igerisinde barindiracaktir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri biyobelirtegleri, Membran proteom analizi, Enzimatik

biyotinilasyon



ABSTRACT

Comparative Surface Proteome Analysis in Breast Cancer Cell Lines

Background: Breast cancer (BC) is one of the most common cancers with a high incidence
and mortality rates worldwide. Despite years of research and development, no specific
biomarker for the diagnosis and treatment of BC has yet to be found. In this study, we
attempted to detect candidate cell surface biomarker proteins from cell lines of healthy and
cancerous breast tissue. In our study, an enzymatic biotinylation method was used rather
than the commonly-used chemical biotinylation method to prevent off-target affects on the
cell metabolism.

Method: In this study a promiscuous biotin ligase enzyme, TurbolD, was produced in E. coli
and purified to homogeneity. The pure enzyme was then added to the cell culture medium
and cell surface proteins (CSP’s) were biotinylated. The cells were washed and protein
isolation were carried out. The biotin-labelled proteins were enriched using streptavidin-
coated magnetic beads and nLC-MS/MS analyses were performed after performing tryptic
digestions. Results were analysed using Proteom Discoverer 2.5, String and g-Profiler tools
and confirmed by Western blot analysis.

Result: A total of 1112 proteins were identified. 642 proteins of these proteins that
constituted approximately 60%, belonged to plasma membrane and extracellular space. Of
the 673 proteins, 425 localized the plasma membrane, while the rest 217 proteinwere found
to be localized in the extracellular matrix and cell-cell junction proteins. When the remaining
470 proteins were analysed, their localizations differed and they were found to be localized
to the mitochondria, endoplasmic reticulum, golgi and other organelle membranes. Upon
comparative analyses of the nLC-MS/MS data, 194 plasma proteins were determined to be
differentially regulated among the cell lines. For confirmation of differential regulations
determined by label-free comparative nLC-MS/MS analysis and effect of biotinylation,
western blot experiments were performed with antibodies against VDACL1 and N-Cadherin
proteins. The western blot results were in agreement with nLC-MS/MS results indicating

that the designed approach was efficient and reliable.
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Conclusion: We designed a novel approach in which the labelling of CSP’s with biotin and
their enrichment with streptavidin beads were successfully carried out. A total of 194,
differentially regulated were identified which were potential biomarker candidates.
Additionally, our results were highly supported and confirmed by previous studies and it has
been observed that most of the candidate biomarkers have been associated with cancer in the
last 5 years and It has been understood that a limited number of studies have been perfromed
about these proteins. At the same time, some of the proteins have been comparatively
analysed in breast cancer cell lines for the first time with this study. In the future, these

proteins will be scrutinized to evaluate their potential biomarker properties.

Keywords: Breast cancer biomarkers, Membrane proteome analysis, Enzymatic
biotinylation
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1. GIRIS

Giiniimiizde kars1 karsiya oldugumuz en biiyiik saglik sorunlarindan birisi olan kanser,
genetik ve cevresel risk faktdrlerin bir araya gelmesiyle ortaya ¢ikar. Bu risk faktorlerinin
birikimi sonucu; hasara ugramis ve/veya gen ifadesi degismis, hizli gogalan, hizli boliinen,
farkli bolgelere metastaz yapabilen, metabolik ihtiyaglari farklilasmis kanser hiicreleri
meydana gelir. Kanserlesen hiicreler, hiicre ve doku regiilasyonunu saglayan kontrol
mekanizmalarindan bagimsiz hale gelip hem bulunduklar1 hem de metastaz yaptiklari
bolgenin yapisini, fonksiyonunu ve metabolizmasini bozarak zaman igerisinde canlilari
Oliime gotiiren siireclere sebep olurlar. Her yil milyonlarca insani etkileyen kanserin
nedenlerinin belirlenmesi, altinda yatan mekanizmalarin aydinlatilmasi ve tedavisi ile ilgili
stratejilerin gelistirilmesi uzun yillardan beri bilim diinyasinin tizerinde en ¢ok arastirma
yaptig1 ve ¢aba harcadigi alanlarin basinda gelmektedir. Ancak karmasik mekanizmalara
sahip olmasi, bagisiklik sistemini etkisiz kilabilmesi, degisken ve direngli 6zelliginden
dolay1 tam anlamiyla kanserin tedavisi bulunamamuistir. Her ne kadar bilimsel ve teknolojik
araglar gelisse de hastaligin erken ve ayirici tanisinin konulmast, takip edilmesi ve terapotik

anlamda hedeflenebilmesi i¢in kullanilabilecek biyobelirtegler de oldukga sinirlidir.

1.1. Meme Kanserinin Histopatolojisi ve Simiflandirilmasi

Meme, gogiis duvarma bagh gelismis modifiye tubiilo alveolar apokrin ter bezi olarak
adlandirilmaktadir. Meme dokusu yapisal olarak degisken sayida loblara ayrilmis meme
bezlerini sarmalayan yag ve bag dokusundan olusmaktadir ve temel islevi laktasyondur.
Meme kanseri ise meme bezlerinden kokenlenen kanser tiirlerine verilen genel isimdir.
Meme kanserlerinin biiyiik bir boliimii meme bezindeki epitel hiicrelerinden olusur. Meme
bezi epitelleri incelendiginde siit salgisinin gergeklestigi loblar ve liretilen siitiin tagindigi

duktal kanallar olmak temel olarak iki yap1 bulunur (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Meme anatomisi (American Society of Clinical Oncology, 2003)

Meme kanserlerinin hem morfolojik hem de molekiiler diizeyde ciddi farklilar gostermesi
siiflandirilmasini oldukg¢a zorlastirmaktadir. Kanser gelisiminde olusan tiimor dokularinin
metastatik davraniglari incelendiginde, meme kanserleri adenom veya karsinomlar olarak
ikiye ayrilirlar. Timor yapilarinim yaklagik %10 unu metastatik 6zelligi olmayan adenomlar,
geri kalan %90’lik kismini ise karsinomlar olusturur. Meme karsinomlarinin histopatolojik
smiflandirilmasi yapilirken ilk olarak kanserin kaynak aldigi bolge kullanilmaktadir. Kanser
hiicreleri duktal kanal hiicrelerinden koken almig duktal karsinomlar ve lobiiler hiicrelerden
olusan lobiiler karsinomlar olmak iizere iki temel gruba ayrilmaktadirlar. Duktal karsinomlar
meme kanserlerinin %80-90’lik kismin1 olustururken, lobiiler karsinomlar ise %10-20’lik
kismint olusturur. Bununla birlikte meme kanserleri invaziv karakterlerine goére de
siiflandirilmaktadir. Kanser hiicreleri invazyon 6zelligi gosteriyorsa invaziv karsinoma,
gostermiyor ise in situ karsinoma olarak siiflandirilir. Ancak histopatolojik siniflandirma
adeno, mediilar, tiibiiler, apokrin, kribriform, musindz, papiller karsinomlar gibi pek ¢ok
farkli alt tiplere ayrilmaktadir (Sheikh ve ark., 2020). Bu nedenle histopatolojik olarak meme
kanserinin smiflandirilmasi oldukga zordur.

Histopatolojik olarak siniflandirilmasinin yani sira meme kanserinin siniflandirilmasinda
kullanilan ~ farkli  yaklagimlarda  bulunmaktadir. TNM  (Timo6r-Nod-Metastaz)
smiflandirilmast meme kanserinin biiyiikligiine, metastaz Ozelligine ve lenf noduna
invazyonu agisindan degerlendirilen bir diger yontemdir (Cserni ve ark., 2018). Ancak bu

yontem de verimli olmadigindan giiniimiizde etkinligini yitirmistir.



Giliniimiizde sadece niikleer tiibiiler, histolojik dereceler, mitotik indeks gibi morfolojik
siiflandirmalar ve tim&r boyutu, lenf nodu tutulumu, metastaz gibi patolojik parametreler
meme timori patofizyolojisinin gergcek davranisini anlamak ve tahmin etmek i¢in tek
baslarina yetersiz kalmaktadir. Bu yiizden meme kanserinin siniflandirilmasinda daha
giivenilir olan molekiiler simiflandirilmanin kullanimi giin gectikge artmakta ve meme
kanserinin tanimlanmasi ve anlagilmasi i¢in daha ¢ok tercih edilmektedir.

Meme kanserinin molekiiler agidan siiflandirilmasinda genel olarak; Ostrojen reseptorii
(ER), Progesteron reseptérii (PR), HER2 (insan Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii 2)
ve Ki67 ekspresyon diizeyleri kullanilmaktadir. Bu molekiiller temel alinarak yapilan
siiflandirilmada meme kanserleri Liiminal A, Liiminal B HER2 negatif, Liiminal B HER2
pozitif, HER2 pozitif ve Triple negatif olmak {izere 5 farkli alt tipe ayrilmaktadir. Liiminal
A’da Tripler negatif kanserlere gittikce prognoz, sag kalim ve tedaviye cevap verme oranlari

azalirken, invazyon, metastaz ve direng 6zellikleri ise artmaktadir (Sekil 1.2).

Molekiiler . Luminal B . :
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Sekil 1.2. Meme kanserinin molekiiler siniflandirilmasi1 (Nascimento ve Otoni, 2020).
1.2.  Meme Kanserinin insidansi

Diinyada 2022 y1l1 igerisinde kayitl verilere gore 19 milyondan fazla yeni kanser vakasi
teshisi konulmustur. Bu hastalarin 2,26 milyonluk en biiylik kesimini ise meme kanseri
olusturmaktadir (Wilkinson ve Gathani, 2022). Meme kanserini sirasi ile akciger, kolon ve
prostat kanserleri izlemektedir. Yiiksek goriinme oraninin yaninda, meme kanserleri 6liim
nedenleri agisindan da %13,6 ile akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir.
Ulkemizde 2020 yil1 verileri degerlendirildiginde bir yil igerisinde yaklasik 230 bin‘den

fazla insana kanser teshisi konuldugu goriilmektedir. Bunlarin 24 binden fazlasini ise meme
3



kanserleri olusturmaktadir. Bununla birlikte {ilkemizdeki 6lim vakalart incelendiginde,
2020 yilida 11 binden fazla insanin meme kanseri nedeni ile kaybedildigi goriilmektedir
(GLOBOCAN, 2022).

1.3. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Multifaktoriyel bir hastalik olan meme kanserinde on plana ¢ikan nedenler arasinda;
Ostrojen ve progesteron yolaklarindaki bozulmalar (Tian ve ark., 2018), baz1 genlerdeki
mutasyonlar ve diizenlenme kusurlari, yas, cinsiyet, ¢evresel faktorler ve aligkanliklar yer
almaktadir. Yas, tiim kanserler de oldugu gibi meme kanseri riskini ciddi anlamda artiran
onemli bir faktordiir. Yaslanma ile birlikte hiicrelerde biriken mutasyon, azalan immiin
sistem aktivitesi ve hormonal degisiklikler kanser olusumunun Oniinii agmaktadir. Meme
kanserlerinde 6nemli faktorlerden biri olan hormonal degisimler ise yas ile birlikte olusan
menopoz, hamilelik ve cocuk dogum sayisi, kullanilan dogum kontrol yontemleri ve
ilaglardan dogrudan etkilenmektedir. Premenopozal ve postmenopozal donemlerde artig
gosteren ostrodiol ve kolesterol seviyeleri, azalan Gstrojen ve progesteron hormon diizeyleri
meme kanseri riskini onemli derecede artirmaktadir (Dunneram ve ark., 2019). Dogum
sayisinin ve ilk dogumun gergeklestigi yasin meme kanserinden korunma anlamda nemli
oldugu yapilan arastirmalar ile gosterilmis, ayni zamanda kullanilan dogum kontrol
ilaglarinin ise meme kanseri riskini %20-30 oraninda artirdig1 belirlenmistir. (Dunneram ve
ark., 2019; Slepicka ve ark., 2019).

Genetik ve ailesel yatkinlik acisindan meme kanserleri incelendiginde ise Ozellikle;
ATM, pTEN, HER2, BRCAI1, BRCA2, p53, CHEK2 ve PALB2 gibi baz1 genlerdeki
mutasyonlarin ya da kusurlarin meme kanseri ile dogrudan iligkili oldugu ve kanser riskini
ciddi oranda artirdig1 bilinmektedir (Shiovitz ve Korde, 2015). Genetik veya epigenetik
olarak ailesinde meme kanseri 6ykiisii bulunan bireylerde kanser riski olduk¢a artmaktadir.
Birinci derece yakinlarindan birinde meme kanseri dykiisii bulunan bireylerde kanser olugsma
riski yaklagik iki kat artarken, bu saymin 2 veya iizeri oldugu kisilerde risk 3-4 katina
cikmaktadir.

Yasam tarzi ve beslenme aligkanliklart meme kanseri ile iliskili diger etmenlerdir.
Fiziksel aktivitenin diisik olmasi, gece g¢alisma veya diizensiz uyku kanser riskinin
artmasina neden olmaktadir. Bununla birlikte alkol ve sigara kullanimi, diizensiz beslenme
ve vitamin D eksikligi, obezite ve meme kitlesinin biiylikliigii gibi pek ¢ok faktér meme

kanseri olusumu ile iligkili olan etmenlerdir (Momenimovahed, 2019).
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1.4. Meme Kanseri Tedavileri

Meme kanserinde tedavi ve sag kalim kanserin erken evrede belirlenmesi ile dogrudan
iligkilidir. Erken evrede belirlenen meme kanseri vakalarinin ilk bes yil sag kalim siirecleri
evre 0-1 arasinda %99’a yakinken, bu oran ileri evrelerde %15-201ere kadar diismektedir.
Ay zamanda sag kalim oranlar1 Liiminal A ve B tiplerinde yiiksek iken Triple negatif
meme kanserlerinde daha diisiiktiir. Bu nedenle hem kanserin erken evrelerde belirlenmesi
hem de karakteristiginin dogru analiz edilmesi sag kalim ve tedavi i¢in oldukca 6nemlidir.

Ozellikle belirli yas iizerindeki bireyler ve ailesel meme kanseri dykiisii olan kisilerin
rutin tarama testlerini yaptirmasi erken tani i¢in olduk¢a Onemlidir. Meme kanserinde
kisilerin kendilerini belirli araliklarla el ve goz ile muayene etmeleri olduk¢a 6nemlidir.
Meme dokusunda meydana gelebilecek ele gelen kitle olusumu, meme akintisi, meme
ucundaki areolada meydana gelebilecek degisiklikler, meme de olusabilecek ¢okme ve
burusukluklar, meydana gelebilecek kizariklik ve cilt degisikleri meme kanserinde
gozlenebilecek belirtilerdendir. Meme kanserinin teshisi i¢in yapilan goriintiilleme ve
patolojik analizler en sik bagvurulan tekniklerdendir. Teshis i¢in en ¢ok kullanilan teknik
mamografi olmakla birlikte, ultrasonografi, manyetik rezonans (MR) ve pozitron emisyon
tomografisi (PET) gibi goriintiileme yontemleri ve ER, PR, HER2 karakterizasyonu ve gen
ekspresyon profillerinin belirlenmesi meme kanseri teshisi ve tiplendirilmesinde kullanilan
araclarin basinda gelmektedir. Ayni zamanda patolojik olarak meme kanseri; timor
boyutuna, lenf nodiillerine geg¢is durumuna ve metastaz yeteneklerine gore farkli evrelere
ayrilmaktadir.

Meme kanseri tedavisinde cerrahi ya da terapotik yaklasimlar kullanilmaktadir. Cerrahi
yaklasimlar 6zellikle erken evrede belirlenen meme kanserlerinde tedavi igin yeterli
olabilmektedir. Yapilacak olan cerrahi islemler tiimdriin tipi ve karakteristigine gore,
memenin Korunabildigi basit cerrahi girisimler, meme rekonstriiksiyonu ve mastektomi
seklinde uygulanabilmektedir. Basit mastektomide sadece meme dokusu alinirken, radikal
mastektomide meme ile beraber meme alti dokulari ve ¢evresel lenf nodlari birlikte
cikartilmaktadir. Meme kanserinin tedavisi i¢in yapilan terapi uygulamalart ise endokrin
terapiler, radyoterapiler, kemoterapiler ve immiinterapiler olarak siralanabilir (Waks, 2019).
Endokrin terapilerde, dstrojen ve progesteron hormon yolaklari hedef alinir. Letrozol, ve
Anastrozol gibi aromataz inhibitorleri ve Tamoxifen gibi reseptér modiilatorleri kullanilir.
Meme kanserinde siklikla kullanilan kemoterapik ajanlar ise Adriamisin, Siklofosfamid,
Paklitaksel, Trastuzumab, Dosetaksel ve Karboplatin’dir. Immiin terapilerde ise genellikle
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HER?2, programmed death-1 (PD-1) ve programmed death ligand-1 (PD-L1) i¢in antikorlar
ve hedeflenmis T hiicreleri, kanser asilari, hiicresel terapiler ve onkolitik viriisler gibi

yaklasimlar kullanilmaktadir (Esteva ve ark., 2019).

1.5. Meme Kanserinde Kullamilan Biyobelirte¢c Adaylari.

Meme kanserinin erken donemde tanisi i¢in kullanilabilecek ideal biyobelirteglerin tespit
edilememis olmasi erken tanmmin koyulabilmesi, hastaligin tedavi ve takibinin
sekillendirilmesi i¢in agilmasi gereken en onemli sorunlardan biridir. Yillardir yapilan
caligmalar sonucunda meme kanseri i¢in biyobelirteg 6zelligi gosteren cesitli molekiiller
belirlenmistir. Ancak bu belirtecler ideallikten uzaktir ve genellikle hastaligin; tanisi,
tiplendirilmesi, tedavinin belirlenmesi ve siirecin izlenmesi amaci ile kullanilmaktadir.
Bunlardan bazilar1 kliniklerde rutin olarak kullanilirken, bazilar1 ise heniiz klinik 6ncesi
inceleme siirecindedir. Tablo 1.1 ve Tablo 1.2°de meme kanseri i¢in kullanilan bazi
biyobelirtegler gosterilmistir. Ancak tiim teknolojik ve biyolojik gelismelere ragmen meme
kanserinin erken tanisinda ve hedeflenmesi igin, hiicre dis1 sivilarda veya hiicresel diizeyde

ideal ve spesifik biyobelirte¢ 6zelligi gosteren molekiiller belirlenememistir.

Tablo 1.1. Meme kanserinde kullanilan bazi biyobelirte¢ler (Bhooma ve ark., 2018).

Biyobelirteg Kaynak Klinik Kullanim
CA 15-3 Serum Hastalig1 takibi
HER2/neu TUmor Hormonal terapinin se¢imi
ER Tuimor Hormonal terapinin se¢imi
PR Tuimor Hormonal terapinin se¢imi
CEA TUmor Hormonal terapinin se¢imi
Ki67 Serum Prognoz ve Tahmin
Siklin D1 Timor Tahmin
Siklin E Timor Tahmin
p53 Timor Tahmin
uPA TUimor Prognoz
PAI-1 Tuimor Prognoz
TPA Serum Prognoz
HSP60 Serum Prognoz
RS/DJ-1 Serum Prognoz
MUC-1 Serum Prognoz
Vitamin D Meme ucu aspirati Prognoz
Hempeksin Meme ucu aspirati Prognoz
a-2-HS-glikoprotein | Meme ucu aspirati Prognoz
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Tablo 1.2. Meme kanseri tanisinda kullanilan bazt miRNA’lar (Bertoli ve ark., 2015).

mMiRNA Kullanimi1
miR-30c, miR-339-5p, miR187 | Terapotik sonug¢larin tahmin edilmesi
miR-148a, miR-33a Prognostik
miR-9, miR-10b ve miR-17-5p | Diagnostik
miR-155, miR-210 Diger (viicut sivilarinda degisim)

Yukarida bahsedilen biyobelirtecler meme kanseri i¢in ideal 6zelliklerden yoksundur. Bu
belirtegler genellikle ekspresyonu artmis veya azalmis protein veya niikleik asitlerdir ki,
sadece meme kanseri dokusuna 6zgiin molekiiller degildir. Ornegin, meme kanserinde
hedeflenmis terapi ¢alismalari i¢in kullanilan HER2 onkogeni bir reseptor tirozin kinazdir
ve meme kanseri vakalariin %10-30’unda artmis diizeyde bulunur. Ancak HER2 sadece
meme kanserine 6zgiil bir biyobelirte¢ degildir. HER2 ayni zamanda mide, 6zefagus,
ovaryum ve endometriyal kanserler gibi farkli kanser tiirlerinde de benzer sekilde artmis
anlatim gosterir. Ayrica Trastuzumab ve Lapatinib gibi farkli HER2 inhibitdrleri ile yapilan
tedavilerde hiicreler bu ilaglara direng gelistirebilmektedir (Igbal ve Igbal, 2014). Bu
nedenler HER2’yi meme kanseri i¢in ideal bir biyobelirteg olmaktan uzaklastirmaktadir.
Diger molekiillerde de hemen hemen benzer durum séz konusudur. Bu nedenle meme
kanserinin erken tanisinda kullanilabilecek &zgiin biyomolekiillerin belirlenmesi, bu
molekiillerin etkili bir sekilde hedeflenebilmesi ve tedavi verimliliginin artirilmasi ile ilgili
calismalar devam etmektedir.

Biyobelirtec aragtirmalar1 genellikle hiicresel diizeyde veya serum, idrar ve lenf sivisi gibi
hiicre dis1 viicut sivilarinda yapilmaktadir. Hiicresel diizeyde yapilan ¢aligmalarin 6nemli bir

boliimiinii ise hiicre membrani lizerinde yapilan aragtirmalar olusturmaktadir.

1.6. Biyolojik Membranlar ve Membran Proteinleri

Biyolojik membranlar, hiicreleri dis ortamdan ayiran bir bariyer gérevi gérmenin yani
sira, hiicre igerisini de kompartmanlara ayirarak islevsel organellerin olusumunu ve
diizenlenmesini saglar. Membran olusumu hiicresel yasamin temel gerekliligidir. Membran
yapist iki yiizey arasinda farkli ortamlarin olusabilmesini, bu ortamlarin kendi 6zelliklerinin
ozelliklerinin koruyabilmesini ve devamliliklarii saglar. Yapisal olarak membranlar,
lipitlerin degisik kompozisyonlarinin ¢ift katli bilayer yapisinda organize olmastyla olusur.
Membranlari olusturan lipit igerigi ise hiicre tipine, membranin olusturdugu organel tipine

ve yiizeyine gore farklilik gosterir. Lipidal yapinin degiskenligi ve akiskanligi bir yandan
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hiicrelere ve organellere karakteristik ozelliklerini, haraketlilik ve dinamizm yetenegi
kazandirirken, diger yandan ise molekiillerin hiicre ylizeyinden salinimi ve hiicre igine
alinmasi gibi hayati gorevler iistlenir.

Membrani olusturan diger ana molekiiller olan proteinler, membran yapilarinin kiitlesel
olarak yaklasik %50’sini olusturur (Tan ve ark., 2008). Ancak bu oran hiicreden hiicreye
degisebilmektedir. Ornegin, sinir hiicrelerinde elektriksel izolasyon saglayan miyelin
kiliftan dolay: lipitlerin kiitlesel oran1 %80’den fazla olabilmektedir (Rawlings ve ark.,
2016). Hiicresel protein kiitlesinin yaklasik %30’unu, kodlama yapan bdlgelerin ise %15-
30’unu membran proteinleri olusturmaktadir. Membranlara gomiilii ya da demirlenmis bu
proteinler; hiicresel transport, sinyal iletimi, hiicrelerin birbirlerini ve ¢evredeki maddeleri
tanimasi, tutunmasi, gelisimin diizenlenmesi gibi fonksiyonlar1 yerine getirir (Thierry ve
ark., 2009). Sinyal iletimini saglayan reseptorlerin bilyiik bir boliimii membranlar iizerinde
yer alir. Hiicreler sag kalim ve gevresel uyarilara cevap i¢in bu proteinlere gereksinim duyar.
Membran proteinlerinden olan CD proteinleri (Cluster of Differentiation) yiizey farklilagma
antijenleri hiicrelerin kimliklerinin olusumunu saglar ve bu proteinler de immiin sistem ve
hiicresel iletisimde onemli roller oynarlar. Hiicrelerin gb¢ etmesi ve farkli dokulara
tutunabilmesi, yerlesebilmesi membran yiizey proteinlerinin araciliyla olur. Membran
proteinleri tim bu o&zelliklerinden dolayi, biyobelirteg arastirmalarinda hedef molekiil
gruplarindan olmaktadir.

Gilinltimiizde ilag gelistirme ¢aligmalar1 genellikle HYP’leri hedeflenerek yapilmaktadir.
Kullanilan ilaglarin hiicrelerden disar1 atilmasi ve ilag¢ direncinin olusturulmasi yine ylizey
proteinleri (ABC protein ailesi vb.) araciligi ile olur. Giiniimiizde yapilan ilaglarin %60’dan
fazlasinin membrana gdmiilii proteinleri hedeflemesi membran proteomlarinin 6nemini
yansitmaktadir. Hiicre iginde gerceklesen degisimler ve biyokimyasal olaylar membranin
protein ve lipit karakterini degistirir. Hastaliklarin tanisi, hedeflenmesi, gelisim ve hiicresel
hareketlerin arastirilmasi gibi ¢alismalarda membran proteomu ve lipidomunda olusan bu
degisimlerin ve farkliliklarin incelenmesi biiyiik yer tutmaktadir.

Membran proteinleri membrandan gecis durumu, gegis sayisina ve baglanma
ozelliklerine gore farkli gruplara ayrilmistir. Bunlar; tek gecisli ve C-terminal kismi
sitozolde bulunan tip 1, tek ge¢isli ve N-terminal kismi sitozolde bulunan tip 2, zarin
igerisinden birden fazla gecis yapan tip 3, zar1 gegmeyen ancak zar yiizeyine hidrofobik ve
iyonik etkilesimlerle tutunan tip 4, membrana lipit ¢apalar ile baglanan tip 5 ve membrana

GPI (C-terminal glikosil fosfatidilinositol) ile capalanmis tip 6’dir (Sekil 1.3).
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Tip 1 Tip2 Tip 3 Tip 4 Tip5 Tipé

integral membran proteinleri Periferal membran Gapalanmis membran
proteinleri proteinleri

Sekil 1.3. Membran proteinlerin gruplandirilmasi (Helbig ve ark., 2010).

Oldukga degerli olan membran proteinlerinin analizi i¢in yapilan izolasyon ¢alismalari
1970°1i yillarin baslarina kadar uzanmaktadir. Ancak tiim teknolojik ilerleme ve gelistirilen
tekniklere ragmen, protein ¢alismalarini kisitlayan sorunlar halen devam etmektedir. Bu

sorunlar soyle siralanabilir;

1) Membran proteinlerinin diger proteinlere gore ¢ok daha az miktarda ifade edilmesi.

2) Membran proteinlerinin lipit tabakadan ayristirilmasinin zorlugu ve drneklerde lipit
kirliliginin olusmasi.

3) Membran proteinlerde siklikla bulunan hidrofobik transmembran bdlgelerin
proteinlerin ¢oziiniirliigiinii azaltmasi ve agregasyon sonucu c¢okmesine neden
olmast.

4) Membran proteinlerini ¢oziinmiis halde tutmak i¢in kullanilan gii¢lii deterjanlar ve
kaotropik ajanlarin ilerleyen analiz ¢alismalarin1 olumsuz etkilemesi.

5) Transmembran domainlere sahip bolgelere ait proteaz enzimlerinin bulunmasi ve bu
nedenle proteinlerin kesilmesi ve nLC-MS/MS gibi metotlarla analizin zorlasmasi.

Bu sorunlar var oldugu tahmin edilen membran proteinlerinin yaklagik yarisinin analiz

edilememesine neden olmaktadir. Problemlerin asilabilmesi igin farkli metotlar
gelistirilmistir. Bunlar arasinda; densite gradyan santrifiigasyon, iyon etkilesimleri,
kromotografi temelli yaklagimlar, kimyasal biyotinasyon, manyetik boncuklarn kullanima,
deterjan uygulamalar1 ve protein igerigini zenginlestirme i¢in ¢esitli firmalarin gelistirdigi
kitler bulunmaktadir. Ancak bu tekniklerin kullanimi membran protein izolasyonu
caligmalarindaki sorunlar1 tam anlamiyla ¢ozebilmis degildir. Kullanilan santrifiigasyon
temelli ¢alismalarda membran proteinlerinin yani sira sitoplazmik proteinlerde izole

edilmekte, bu da =zaten diisiik miktarda olan membran proteinlerinin analizini
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zorlastirmaktadir. Izolasyonlarda kullanilan kimyasallar ise genellikle hiicre zarmnin dis
cephesinde bulunan proteinlerin amin ve glikozitlerin hidroksi gruplarini hedeflemektedir.
Bu hedefleme yontemlerinde kullanilan stratejik yaklagimlarla biitlin  proteinler
isaretlenememekte ve periferal proteinlerin biiyiik bir kismi kaybedilmektedir. Isaretleme
yonteminde kullanilan ajanlarin genellikle homojen bir isaretleme yapip yapmadigi ise kesin
olarak bilinmemektedir. Bu durum miktar tayini ve karsilastirmali analizler gibi
calismalarda dogru sonuglarin elde edilememesine yol agmaktadir. Gerek kimyasal gerekse
mekanik olarak yapilan deneysel islemlerin dogal siirece etkisi, elde edilen verilerin
giivenirliligi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Izolasyon yontemlerinde siklikla kullanilan
kimyasallarin hiicrelerde hedef molekiiller disindaki komponentler lizerindeki etkilerinin net
olarak bilinmemesi farkli riskler olusturmaktadir. Bu nedenle biyobelirtegler gibi protein
havuzunun igerisinde c¢ok diisiik miktarda bulunan hedef proteinlerin, daha verimli ve

yiiksek miktarda elde edilmesini saglayacak yontem ve tekniklere ihtiya¢ vardir.

1.7.  Biyotinilasyon

Biyotin, birbirine tiyofen halkasi ile baglanan imidazol grubu ve valerik asit zincirinden
olusan 6nemli bir molekiildiir. Vitamin H veya vitamin B7 olarak da bilinen biyotin, ¢esitli
biyolojik siireglerde gorev alir. Biyotin molekiilii baz1 karboksilaz enzimleri i¢in koenzim
gorevi yapar. Bu enzimler arasinda; sitoplazmada yer alan ve yag asit sentezinde kilit rol
oynayan asetil-CoA karboksilaz-1, bazi yag asitlerinin ve besinlerin yitkiminda gorevli
propiyonil-CoA karboksilaz, 16sin metabolizmasinda gorevli olan 3-metilkrotonil-CoA
karboksilaz ve glikoneogenesisde yer alan piirivat karboksilaz sayilabilir (Donald ve ark.,
2007). Koenzim fonksiyonunun yani sira biyotin, histon gibi bazi proteinlerin post-
translasyonel diizenlenmesinde de kullanilir. Histon proteinlerinin biyotinilasyonu; gen
ifadesi, DNA tamiri, kromatin modellenmesi, mitotik kondensasyon ve hiicresel yasam
uzunlugu gibi kritik stireclerde etkilidir. Ayn1 zamanda bazi 6nemli sinyal yolaklarinin
diizenlenmesi de biyotinasyonla iligkilidir. Bu sinyal molekiilleri arasinda cGMP, NF-«f,
Spl ve Sp3, nitrik oksit ve reseptor tirozin kinazlar sayilabilir (Boone-Villa ve ark., 2015;
Rodriguez-Melendez ve ark.,, 2003; Zempleni, 2012). Biyotin ayn1 zamanda
asialoglikoprotein reseptor mRNA’s1 gibi bazit RNA molekiillerinin transkripsiyon sonrasi

aktivitelerinin diizenlenmesinde de rol oynamaktadir (Collins ve ark., 1988).
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Biyotin giiniimiizde pek ¢ok molekiiler uygulamada ve saglik sektoriinde yogun bir
sekilde kullanilmaktadir. Biyotin molekiiliiniin tirnak, deri ve sa¢ dokularinin yenilenmesi
ve giliclenmesine yardimci olmasi, sindirim sisteminin diizenlemesi gibi 6zelliklerinden
dolayi, kozmetik sektorii ve medikal uygulamalarda kendisine yaygin bir kullanim alani
bulmaktadir. Biyoteknolojik uygulamalarda biyotinin farkli bir 6zelligi kullanilmaktadir.
Biyotin; avidin, streptavidin ve neutravidin proteinleri arasinda dogada bilinen en gii¢lii non-
kovalent baglardan birini olusturur. Biyotin bu 6zelliginden dolayi, protein izolasyonu,
molekiiler isaretleme ve goriintiileme, immiinohistokimyasal c¢alismalar, protein-protein
etkilesimlerinin belirlenmesi, DNA ve RNA izolasyonu, molekiiler etiketlerin hazirlanmasi
ve dizi belirlemeleri gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir (Xie ve ark., 2017). Biyotinin
kiiciik bir molekiil olmasi, bilinen bir toksik ozelliginin bulunmamasi, kolay elde
edilebilirligi, hedef molekiillerin yapisini bozmamasi ve aktivitesini etkilememesi ve
baglanma reaksiyonunun geri doniisebilir olmasi gibi pek ¢ok 6zelligi kullaniminda avantaj
saglamaktadir.

Molekiillerin  biyotinilasyonu enzimatik ve kimyasal olmak {izere iki yolla
gerceklesmektedir. Kimyasal biyotinilasyonda biyotinin tiirevleri sulfo-NH, TFP ester,
PEG4-Alkalin gibi gruplar yardimiyla olusturulduktan sonra, biyotinin proteinlere
konjugasyonu yapilir. Genellikle biyotin grubu ile baglanmay1 yapan grup arasinda farkl
uzunluklara sahip aralayict bolgeler konulur (Thermofisher, 2018). Bu yolla yapilan

biyotinilasyonun bazi avantajlar1 vardir. Bunlar;

1) Herhangi bir enzime gerek duyulmaz.

2) Istege gore biyotine eklenecek gruplar modifiye edilebilir.
3) Ilimli kosullar altinda yapilabilir.

4) Genellikle hedef proteinlerin yapisini bozmaz.

5) In vitro ya da in vivo olarak yapilabilir.
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Sekil 1.5. Kimyasal biyotinilasyonda kullanilan ve farkli yan gruplar eklenen biyotinin
yapisi.

Kimyasal biyotinilasyon yukarida bahsedilen avantajlara sahip gibi goriinse de yapilan
caligmalar kimyasal biyotinilasyon i¢in kullanilan modifikasyonlarin bazi sorunlara neden
oldugunu ortaya koymustur. Bunlarin en Onemlilerinden bir tanesi kimyasal
biyotinilasyonun homojen olmayisidir. Ayrica, kimyasal biyotinilasyon oldukg¢a hizli
gerceklesmektedir. Saniyeler iginde gergeklesebilen kimyasal biyotinilasyonun kontrolii
zordur ve durdurulmasi ise glictiir. Bu nedenle oOzellikle canli sistemlerde yapilan
biyotinilasyon etiketlenmelerinde sorunlar olusabilmektedir (T. Kuhn ve ark., 2020). ikinci
bir sorun da biyotini hedeflemek icin eklenen kimyasal grubun biyotinin ¢oziintirligi,
baglanmanin geriye dondiiriilebilirligi gibi parametreleri etkileyebilmesidir. Yine hedef
molekiiliin aktivitesinin etkilenebilmesi bir diger risk olarak ortaya c¢ikmaktadir. Aym
zamanda biyotinin kimyasal olarak modifiye edilmesi ¢alisma maliyetlerini ciddi oranda
arttirmaktadir. Bu sorunlardan dolayi kimyasal biyotinilasyon ¢alismalarinin iyilestirilmesi
gerekliliginin oldugu goriilmiistiir.

Bir diger biyotinilasyon mekanizmasi olan enzimatik biyotinilasyon, biyotin protein ligaz
enzimleri kullanilarak gerceklestirilir. Enzimatik biyotinilasyon tiim canlilar i¢in esansiyel
bir reaksiyondur. Canlilarin ¢ogu biyotinilasyon i¢in tek bir enzim kullanir ve bu enzimler
icerisinde en ¢ok bilineni E. coli’den elde edilen monomerik ve 35 kDa’lik biiyiikliige sahip
BirA enzimidir (Smith ve Cronan, 1999). BirA enzimi MgCl> ve ATP varliginda hedef

peptit dizilerine kovalent olarak biyotini baglamaktadir. Bu hedef dizi AviTaq olarak bilinen
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15 amino asitlik bir bdlgedir. Biyotin, BirA enzimi aracilig: ile spesifik olarak bu bolge
icerisindeki lizin amino asidine aktarilir.

Kimyasal biyotinilasyon ile karsilastirildiginda enzimatik biyotinilasyonun 6nemli
avantajlar1 vardir. Enzimatik biyotinilasyon dogal siirecin bir pargast oldugundan biyolojik
molekiillerin yapisint ve fonksiyonunu etkileme olasiligi ¢ok daha diisiliktiir. Enzimatik
biyotinilasyonun bu yonii; i¢ boyutlu yap1 analizi, fonksiyon belirlenmesi, aktivite tayini ve
olas1 etkilesimlerin belirlenmesi gibi ¢alismalarda avantaj saglamaktadir. Enzimatik
biyotinilasyon, hedeflenen molekiillerin daha homojen sekilde biyotinilasyonu
sagladigindan; homojenitenin 6nemli oldugu miktar tayini ve karsilastirmali analizler gibi
calismalarda kullanilabilirligi daha yiiksektir. Enzimatik biyotinilasyon, hedeflenen
molekiillerin daha spesifik olarak biyotinilasyonunu saglar. Kimyasal biyotinilasyonda,
hedef dis1 biyotinilasyon riskleri daha yiiksektir ve bu durum istenmeyen degisikliklere,
toksisiteye, hedeflenen sonuglarin etkilenmesine neden olabilir. Enzimatik biyotinilasyonun
toksisitesinin az olmasit canliligin devamliligin1 gerektiren durumlarda kullanilabilme
avantaji saglar. Ayn1 zamanda basit bir sicaklik degisimiyle bile durdurulabilmektedir. Bu
daha kontrol edilebilir reaksiyon ortami olusturmaktadir.

Yukarida sayilan avantajlara ragmen enzimatik biyotinilasyonun da agilmasi gereken
zorluklari bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi reaksiyonun belirli bir protein dizisine
bagimli olmasi ve bu dizi igerisindeki lizin amino asitlerini hedef almasidir. Bu durum
hedeflenebilen protein bolgesi sayisini oldukga sinirlamaktadir. Bu sorunu ¢ézmek igin
farkl yaklagimlar kullanilmistir. Konu ile ilgili yapilan 6nemli ¢aligmalardan bir tanesi BirA
enziminin dizi 6zglinligiini ortadan kaldirilarak hedef sayisinin artirilmasi amaciyla enzim
tizerinde yapilan mutasyon ¢aligmalaridir. Bu mutasyon calismalarinda BirA proteinin 118.
pozisyonundaki arjinin aminoasidinin glisine doniistiiriilmesiyle segici olmayan BirA*
(promiscuous biotin ligase) gelistirilmistir. BirA* enziminin hedef 6zgiinliigii olmadigindan
proteinlerdeki tiim lizin aminoasitlerine biyotin baglayabilme kapasitesine sahiptir (Kyle ve
ark., 2012). Ancak BirA* enziminin reaksiyonu kataliz hizinin diisiik olusu ve reaksiyonun
gerceklesmesi icin hedef bolgenin biyotin ile belirli bir yakinliga ulasmasinin gerekliligi
(proximity labelling) bu enzimin pratikte kullanimini engellemektedir. Son dénemde yapilan
calismalar bu sorunlarin asilmasi konusunda timit vadeden sonuglar vermistir.

Ozellikle, Tess C. Branon, Alice T. Ting ve arkadaslari tarafindan maya tabanli
yonlendirilmis evrim metoduyla gelistirilen ve Miniturbo ve TurbolD olarak isimlerndiirlen

iki farkli BirA* enzim varyanti 6n plana ¢ikmaktadir. Gelistirilen bu enzimlerden biri olan
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TurbolD enzimi, BirA* enzimine kiyasla ¢ok daha hizli biyotinilasyon yapabilme giiciine
sahiptir. Yaklasik 35 kDa olan TurbolD, BirA* enzimine gore 22-26 kattan daha fazla
aktiviteye sahiptir. BirA* enziminin 18 saat igerisinde ulastigi biyotinilasyon oranina
yaklasik 10-15 dakika igerisinde ulasabilmektedir. Yapilan ¢alismalarla TurboID enziminin
hiicre membrani, endoplazmik retikulum, ¢ekirdek ve mitokondri gibi farkli bolgelerdeki
proteinleri etkili bir sekilde isaretleyebildig ve isaretlenmis bu proteinlerin Streptavidin kapl
rezinler yardimiyla izolasyonlarinin ve zengenlestirme islemlerinin yapilarak, nLC-MS/MS
gibi duyarli sistemlerde analizlerinin  gergeklestirilebilmesi i¢in  kullanilabildigi
gosterilmistir. TurboID enziminin canli sistemlere uygulanabilirligi ve toksik etkisini
incelemek icin Drosophila ve C. Elegans ile yapilan ¢alismalarda, bu enzimin herhangi bir
toksik etkisinin olmadigi, canli gelisimini etkilemedigi ve canli sistemlerin takibi i¢in uygun
oldugu gosterilmistir (Branon T.C. ve ark., 2018). Miniturbo ve TurbolD enzimlerinin
gelistirilmesi ile enzimatik biyotinilasyonun diisiikk reaksiyon hizindan kaynaklanan

verimlilik sorunlar1 biiyiik 6lgiide agilmustir.

1.8.  Membran Proteinlerinin Biyotinilasyonu

Giintimiizde kimyasal biyotinilasyon, yukarida da bahsettigimiz dezavantajlara ragmen
membran proteinlerinin izolasyonunda siklikla kullanilmaktadir. Bu konuda enzimatik
biyotinilasyon, kimyasal biyotinilasyon yaklagiminin alternatifi olarak géziikmekte, asagida
maddeler halinde belirtilen avantajlar1 nedeni ile tercih edilmek istenmektedir. Enzimatik

biyotinilasyonun giincel membran izolasyon yontemlerine gore;

Homojen bir isaretleme yapmasi

Ozgiinliigiiniin yiiksek olmas1

Hiicre canliligina ve hedef proteinlerin yapisina zarar vermemesi
Fizyolojik strese ve metabolik degisimlere neden olmamasi

Maliyetinin diistikligii

vV V V V V VY

Izolasyonun kolaylig1 gibi 6nemli avantajlari vardir.

Enzimatik biyotinilasyon giiniimiizde farkli amaglar i¢in kullanilmaktadir. Bunlardan bir
tanesi hiicre i¢i belirli bolgelerdeki proteinlerin tanimlanmasidir. Literatiirde proximity
labeling (PL) olarak da bilinen bu teknikte canli hiicrelerde belirli bir bolgede bulunan veya
o bolgeye ya da belirli protein-protein grubuna hedeflenen biyotin ligazlarin bdlgesel olarak

biyotinilasyon islemini gergeklestirmesi hedeflenir. Boylelikle amaca yonelik istenilen
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protein grubunun isaretlenmesi veya izolasyonu yapilabilmektedir. Ancak, pek ¢ok avantaji
olmasina ragmen enzimatik biyotinilasyonun PL’de kullanilmasindaki en 6nemli sorun
yavas enzimatik aktivitedir. Biyotinilasyon ig¢in gerekli olan siire yaklasik 18-24 saat
kadardir. Bu sorunu ¢6zebilmek igin BirA* enzimi yerine son donemde gelistirilen ve
yukarda da bahsettigimiz TurbolID enzimi kullanilmaya baglanmistir.

TurbolD’nin gelistirildigi 2018 yilinda bu yana geneli yiiksek etki faktorli dergilerde
yayinlanmis 90’nin tlizerinde ¢alisma gergeklestirilmistir. Bu ¢alismalarda; mitokondri,
endoplazmik retikulum, niikleus gibi farkli hiicre organellerin proteomlarinin incelenmesi,
protein-protein etkilesimlerinin analizi, antikor ve protein etiketlenmesi, canli sistemlerde
protein isaretlenmei ve izolasyonu, interaktom analizleri ve derin tek-hiicreli-tip proteom
profil analizleri gibi pek ¢ok fakli amag igin TurbolD enzimi kullanilmigtir (Branon ve
ark.,2018; Larochelle e ark., 2019; Sun ve ark., 2022; Xiong ve ark., 2021; Zhang ve ark.,
2021). Bununla birlikte TurboID’nin hem kullanim alanlari hem de yapilan ¢alisma sayilari
her gecen giin artmaktadir. Ayrica Ting, Branon ve arkadaslarinin gelistirdigi TurboID ve
miniTurbo eznimleri, Split-TurbolD, AirlD ve MicrolD; gibi farkli amaglarda kullanilan
biyotin ligaz enzimlerinin gelistirilebilmesine imkan tanimistir (Cho ve ark., 2020; Kido ve
ark., 2020; Johnson ve ark., 2022). Bu nedenle enzimatik biyotinilasyon i¢in énemli bir
mihenk tasi olan TurboID’nin gelecek yillarda daha yaymn kullanim alanlar1 bulacagi ve

genis etkileri olacagin oldukga aciktir.

1.9.  Saghkh ve Kanserli Meme Dokusu Hiicre Hatlar1

Giliniimiizde meme kanseri hiicrelerinin kiiltiir ortaminda ¢alisilmasi i¢in farkli 6zelliklerde
hiicre hatlar1 bulunmaktadir. Bunlardan biri MCF-10A hiicreleridir. Bu hiicreler 1984 yilinda
36 yasindaki beyaz irk bir bayanin meme epitelinden alinmistir. Tiimorojenik olmayan,
luminal duktal karakterizasyona sahip oldugu belirlenen bu hiicreler meme dokusuna ait
antijenleri tasimaktadir. MCF-10A Kkiiltiir ortamlarinda genellikle saglikli kontrol grubu
olarak kullanilan normal meme hiicre hatlaridir (Qu Y ve ark., 2015). Bir diger hiicre hatti
olan MCF-7 ise 1970 yilinda 69 yasinda 4. evre’de invaziv duktal meme karsinomuna sahip
bayan bir hastanin epitel dokusundan elde edilmistir. Bu hiicre hatt1 dstrojen duyarlt bir
hiicre hattidir ve liminal A alt tipi olarak degerlendirilmektedir. MCF-7 hiicrelerinde
apoptoz mekanizmalar1 ve HER-2, p53 ile p21 gen ifadeleri ve bu genlerin diizenlenmeleri
normaldir. Ancak DNA tamir mekanizmalarina ait proteinleri etkilenmistir. Sitogenetik
olarak bakildiginda kromozom sayilarinda anormallikler goriiliir. TOP2A, MSH2 ve MLH1
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genlerindeki mutasyon nedeni ile ilag direncine sahiptir (Kaplan ve Giindiiz, 2012). Oldukga
agresif olan MDA-MB-231 hiicreleri ise yiiksek kansinorojenik karaktere sahiptir. MDA-
MB-231, ostrojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptorii (PR) ekspresyonunun yani sira
HER2'den yoksun oldugu i¢in olduk¢a agresif, invaziv ve az farklilasmus triple negatif meme
kanseri (TNBC) hiicre hattidir. Bu hiicre hatlar1 metastatik meme adenokarsinomu olan 51

yasindaki beyaz bir kadinin plevral efiizyonundan elde edilmistir.
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2. AMAC

Meme kanserinin lilkemizde ve diinyada olduk¢a yaygin olmasi, neden oldugu kayiplarin
coklugu, genis kitleleri etkilemesi ve yol agtigi hasar goz oniine alindiginda bu kanser
tirtiniin teshisi ve tedavisi ile ilgili yapilan ¢aligmalarin 6nemini daha da artirmaktadir.
Meme kanserinde en iyi tedavi erken tanidir. Erken tani konulan hastalarin neredeyse
tamamina yakini tedavi edilebilmektedir. Bunun i¢inde kisilerin farkindalig1 ve bilinglilik
diizeylerinin artirtlmasi ve risk durumuna bagli olarak rutin taramalarinin yapilmasi erken
tan1 i¢in oldukca 6nemlidir. Ancak meme kanseri vakalariin yiiksek olusu vakalarin biiyiik
bir kisminin evre 2 ve daha ge¢ evrelerde belirlenmesi hastaligin tedavisini
zorlagtirmaktadir. Kanserde tedaviyi zorlastiran 6nemli nedenlerden bir digeri ise kanserin
tiplendirilmesi ve Kkarakterizasyonunun dogru bir sekilde yapilamamasidir. Kanser
hiicrelerinin karakteristik cesitliligi ve siniflandirilmasinin keskin sinirlar ile yapilamamast,
tedavinin sekillenmesini zorlagtirmakta, hatali ya da etkisiz tedavilerin uygulanmasina neden
olabilmektedir. Ayni zamanda tedaviyi zorlastiran bir diger etmen kanserin hedeflenmesidir.
Kanser hiicrelerinin hedeflenmesi uygun ve ideal biyobelirteclerin olmamasindan dolay1
kisitlanmaktadir. Bu nedenle kanser hiicrelerinin tanisindan, karakterinin anlagilmasinda ve
hedeflenmesinde kullanilabilecek biyobelirteclerin belirlenmesi diger tim kanserlerde
oldugu gibi meme kanserinde de hayati derecede 6nem tsimaktadir.

Biyobelirte¢ ¢alismalarinda en 6nemli hedeflerden birisi hiicre membran proteinleridir.
Hiicre membran proteinleri hiicrenin dis yiizeyinde bulunurlar ve kolay ulasilabilinirler.
Benzer sekilde hiicrelerin birbirleriyle ve dis ortam ile etkilesim kurmalari igin gerekli olan
ve hiicrenin kimligini yansitan entiteler de membran proteinleridir. Membran protein igerigi
0 kadar 6nemlidir ki bize hiicrenin i¢ dinamikleri ve metabolik siiregleri hakkinda bilgiler
vermektedir.

Giiniimiizde kullanilan ilaglarin biiyiik bir ¢ogunlugu membran proteinlerini hedef
almaktadir. Ancak bu degerli kaynagi elde etmek ve analiz etmek heniiz agilamamis
zorluklar igermektedir. Bu zorluklar arasinda bu proteinlerin miktarlarinin azligi, ¢oztniirliik
sorunlari, lipit tabakadan kaynakli problemler ve zenginlestirme sayilabilir. Bu sorunlarin
¢oziimiine yonelik pek ¢ok ¢aligma ve yontem gelistirilmis olsa dahi, gelistirilen bu ¢oztimler

yeterli degildir ve halen bu konuda ¢alismalar devam etmektedir.
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Gergeklestirdigimiz bu tez calismasinda saglikli meme hiicrelerini temsil eden MCF-
10A, 6strojen duyarli ve Liiminal A alt tipi meme kanseri hiicrelerini temsil eden MCF-7 ve
yiiksek karsinojenik karaktere sahip, triple-negatif meme kanseri hiicrelerini temsil eden
MDA-MB-231 hiicrelerinin membran proteinleri karsilastirilarak meme kanseri teshis ve
tedavisinde kullanilabilecek ideal biyobelirte¢ adaylari belirlenmesi hedeflenmistir. Bu tez
calismasini literatiirdeki diger calismalardan ayiran ve 6zgiin kilan en 6nemli 6zellik
calismada daha once hi¢ kullanilmamis, dogal bir yontem olan enzimatik biyotinilasyon
yonteminin ilk kez kullanilmasi amaglanmistir. Bu yaklasimda membran proteinlerinin
zenginlestirilmesi i¢in TurbolD enziminin bakteri hiicrelerinde aktif olarak iiretilmesi ve
gerekli saflagtirma ve optimizasyon ¢aligmalarinin yapilmasi amaglanmaistir. Sonrasinda elde
edilecek olan aktif, saf TurbolD enziminin hiicrelerin biyitildigi kiltiir ortamina
eklenmesi ve membran proteinlerinin hiicre i¢ersindeki hi¢bir dogal metabolik aktiviteye
zarar vermeden biyotin ile etiketlenmesi diistinilmiistiir. Caligmanin son asamasinda ise
biyotin ile etiketlendigi diistiniilen membran proteinlerinin straptavidin rezini yardimi ile

zenginlestirilmesi ve LC-MS/MS analizleri yapilarak tanimlanmasi hedeflenmistir.
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3. YONTEM

Tez galismamiz kapsaminda meme dokusu hiicre hatlarinin HYP’lerin karsilastirmali
analizlerinde iki farkli yaklasim kullanilmasi hedeflenmistir. Yapilan islemler ve izlenen

basamaklar asagidaki gibi 6zetlenmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Deneylerin yontemsel akis semasi olarak gosterimi.

19



3.1. Kullanilan Plazmitler

Tez kapsaminda kullanilan pDisplay-TurbolD-TM (EcoRI-Ig K-chain ss-HA-Bglll-
BirA-myc-TM-Stop-Notl) ve TurbolD enziminin E. coli’de iiretilmesi i¢in gerekli olan
pET21a-TurbolD (EcoRI-6XHis-BirA-HindllI-Stop) plazmitleri Stanford
Universitesi’nden Dr. Alice T. ve Tess C. Branon tarafindan bizlere hediye edildi (Sekil 3.2
A). Hediye edilen plazmitler, laboratuarimizda 6nce E. coli XL1-Blue hiicrelerine aktarildi
ve ¢ogaltildi sonrasinda uygun Restiksiyon Endoniikleaz (RE) enzimleri ile kesilerek
plazmit igerigi dogrulandi. TurboID’nin MBP etiketli formunu {iretebilmek i¢in TurbolD’yi
kodlayan gen bolgesi BamHI ve Hindlll RE enzimleri ile kesilerek pET2la-TurbolD
rekombinant plazmit vektoriinden yine aymi iki enzimle kesilerek agilmis pMAL-C4X

vektori aktarildi (Sekil 3.2 B).

A EACEEE - T e e |

pET21a
TurbolD

pDisplay

B ac
pET21
TurbolD

Sekil 3.2. pDisplay ve pET21la vektori igerisinde bulunan; A) TurboID gen bolgesini
gosteren plazmit haritasi, B) Gen bolgesinin pMAL-c4X vektoriine alt-klonlanmasi.

TurbolD

3.2.  Elektrokompetent Hiicrelerin Hazirlanmasi

Plazmit transfromasyonlarinin gerceklestirilebilmesi i¢in bakteri hiicrelerinin membran
yapilar1 zayiflatilmali ve plazmitin hiicre igerisine gegisi i¢in uygun bir yapiya sahip
olmalidir. Bu amag i¢in farkli yontemler kullanilmaktadir. En sik kullanilan yontemler CaCl;
gibi kimyasallarin kullanildigi yaklagimlar ve 1s1 soku ile yapilan fiziksel islemlerdir.
Laboratuarimizda daha ¢ok 1s1 soku ile yapilan yontem kullanilmaktadir. Bu nedenle
bizlerde ¢alismamiz kapsaminda 1s1 soku uygulayarak bakteriler elektroporasyon islemine

uygun hale getirildi. Bunun i¢in gerekli adimlar agsagida siralanmistir (Tablo 3.1.)
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Tablo 3.1. Elektrokompetent hiicre hazirlanmasinda izlenen adimlar.

Giin Yapilan islem
Bakteriler antibiyotiksiz LB Agar plate’e ekildi ve bir gece boyunca
37°C'de biiylimesi i¢in inkiibe edildi.

1. Gilin

Gece boyunca biiyiiyen bakterilerden tek koloni se¢imi yapilarak 2 ml
2. Giin | LB (s1v1 besiyeri)’ne ekildi ve bakteriler 37°C’de ¢alkalamali etiivde bir
gece boyunca inkiibe edildi.

Gece boyu biiyiitiilen 6n kiiltiirden 300 pl alinarak 6nceden hazirlanmis
ve sterilize edilmis olan 1 litrelik baffled (dalgakiranli) flask igerisindeki
300 ml’lik LB Broth’a ekim yapildi ve bakteriler 37°C'de ¢alkalamali
etiivde biiylimeye birakildi.

OD600 degeri 0,6-0,8 aralifina ulasinca bakteriler alinarak buz ve su
karisiminda 10 dakika bekletildi.

10 dakika sonunda hiicreler 4.500 rpm’de, +4°C'de, 10 dakika santrifiij
3 Giin edilerek topladi ve siipernatant uzaklastirildi.

Hiicreler, daha onceden steril edilmis %10’luk gliserol ile siispanse
edilerek santrifiij islemi gergeklestirildi. Bu islem 4 kez tekrarland.

Elde edilen hiicreler uygun miktarda %10’luk gliserol i¢erinde siispanse
edilerek daha 6nceden steril hale getirilmis 0,2 mL’lik tiiplere 50 pL/tiip
olacak sekilde paylastirildi ve tiipler hizli bir sekilde kurubuz {izerine
aktarildi. Elektrokompetent hale gelen hiicreler kullanim zamanina kadar
s1v1 azot igerisinde sakland.

3.3.  Bakteri Hiicrelerinde Transformasyonun Gergeklestirilmesi

Tez ¢alismamiz kapsaminda iki farkli amagla transformasyon islemleri yapilmistir; (1)
plazmitlerin ¢ogaltilmasi1 (2) protein ekspresyonu. Elektroporasyon i¢in soguk ortamda
membran yapisi zayiflatilmis 50 pL elektrokompetent hiicre uygun plazmit igerigi ile (3
uL’yi asmayacak hacimde) karistirilarak elektroporasyon kiivetlerine aktarildi. Daha sonra
hiicre-plazmit  karisimi:  hizlica elektroporator cihazina yerlestirilerek (Eppendorf,
Electroporator 2510, USA) 2 ms ve 1780 volt elektrik uygulamasiyla transformasyon
islemleri gergeklestirildi. Hiicrelerin kendini toparlamasi igin bakterilerin iizerlerine 300 puL
stiper optimal besiyeri (SOB) eklenerek 1 saat kadar 37°C’de inkiibasyona birakildi (Kasap,
2008). inkiibasyon sonrasinda bakteriler koloni segilimi icin ampisilin igeren segici
besiyerlerine ekildi.

Plazmitlerin ¢ogaltilmasi ve yapilan klonlama islemleri i¢in E. coli XL1-blue hiicre

hatlarinda transformasyon islemleri gerceklestirildi. Transformasyon sonrasi dogrulama
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islemleri i¢in RE enzimleri ile yapilan kesimler ve/veya koloni PCR yontemleri kullanildi.
Dogrulanan kolonilerden amaca gore; mini, midi veya endofree-maxi kitleri (Qiagen, USA)
kullanilarak ve kit prosediirleri izlenerek plazmit izolasyonlar1 gergeklestirildi. Protein
tiretimi i¢in ise E. coli K12, BL21 DE3 pLyss, W31110 ve BL21 DE3 ekspresyon suslari
kullanildi. Bakterilere ait gliserol stoklarin olusturulmasi igin, biiyiime fazi icerindeki
bakterilerden 600 pL bakteri 6rnegi alinarak 200 pL steril %60 gliserol ile karistirildi.

Sonrasinda sivi azotta hizli bir sekilde dondurulan bakteri hiicreleri -80°C’de saklandi.

3.4.  TurboID Enziminin Uretimi, Dogrulanmasi ve Saflastirilmasi

3.4.1. Turbold Enzimin Uretilmesi

Transformasyon sonrasi TurboID enziminin iiretimi i¢in farkli ekspresyon suslari test
edildi. Bu amagla segilen E. coli W3110, E. coli BL21, E. coli BL21 DE3 pLyss ve K12
hiicre hatlarina pET21a-TurbolD ve pMAL C4X-TurbolD transfeksiyonlari yapildi ve
sonrasinda elde edilen kolonilerden tek koloni se¢imi gergeklestirildi. Segilen kolonilerden
steril 6ze yardimiyla alinan bakteriler, 6nce gece boyu ampisilin i¢eren Luria-Bertani (LB)
stvi besiyerine ekilerek on kiiltiir i¢in biiyiitiildi. Gece boyu yapilan 6n kiiltiir sonrasinda
protein liretimi i¢in 100 m1 LB s1v1 besiyerine %1 oraninda ekimleri yapilan bakteri hiicreleri
uygun yogunluguna (OD600=0,4-0,6) ulasana kadar 37°C’de 250 rpm’de ¢alkalanarak
biiytitiildii. Protein tiretiminin baslatilmasi igin ortama son konsantrasyonu 0,1 mM olacak
sekilde Isopropyl p-d-1-thiogalactopyranoside (IPTG) eklendi. Protein iretiminin
gerceklesmesi i¢in bakteriler 30°C’de 2 saat boyunca 250 rpm’de ¢alkalanarak inkiibe edildi.
Bu siirenin sonunda bakteriler 3500xg’de 20 dakika santrifiij edilerek toplandi. Coken
bakterilerin yikanmasi ve kalan besi yerinin uzaklastirilmas: i¢in bakteriler 3 mL PBS
tamponu siispanse edildi ve ardindan tekrar santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Siipernatant kismi
atilan bakteriler TPER lizis tamponu (Thermo Fisher Scientific) igerisinde ¢6ziilerek buz
tizerinde 20 dakika bekletildi. Protein Oziitlerinin elde edilmesi igin bakteri hiicrelerinin
iizerine 0,2 mm’lik paslanmaz c¢elik boncuklar eklendi (Nextadvance). Ornekler
homojenizatoér cihazi yardimi ile (Next Advance Bullet Blender) homojenize edildi.
Homojenizasyon sonras1 10.000xg’de 10 dakika santrifiij edildi ve protein 6ziitlerini igeren
siipernatant kismi dikkatli bir sekilde lizize ugramamis bakteri hiicreleri ve hiicresel
parcalanma tirlinlerinden temizlenerek yeni tliplere aktarildi. Elde edilen protein 6ziitlerinin
konsantrasyonlari Bradford yontemi ile belirlendi ve SDS-PAGE analizleri yapilarak protein

tiretimi ve kalitesi kontrol edildi. TurbolID enziminin iiretiminden sonra yapilan SDS-PAGE
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analizlerinde beklenilen bolgede yogun protein bandi gozlemlendikten sonra, iiretilen

proteinin TurboID olup olmadiginin tanimlanmasi igin iki farkli yontem kulanildi.

3.4.2. MALDI-TOF/TOF Analizi ile TurboID Uretiminin Dogrulanmasi

TurbolD enzim iiretiminin dogrulanmasi i¢in kullanilan ilk yontemde bakterilerde ifadesi
yapilan ve TurboID enzimi oldugu diisiiniilen protein bandi SDS-PAGE jellerden kesilerek
jel igi triptik kesim islemine tabi tutuldu. Bu islemde Thermo jel i¢i kesim Kiti (Thermo
scientific) kullanildi ve kesim islemleri, Kitin onerdigi protokol izlenerek gerceklestirildi.
Triptik kesim islemi sonrasi elde edilen peptidler C18 ZipTip kolonlar (Millipore,
Burlington, MA, USA) yardimiyla temizlendikten sonra matriks soliisyonu (%50 asetonitril
(ACN), %0.1, trifloroasetik asit (TFA) ve 10 mg/ml alfa-siyano-4-hidroksisinamik asit) ile
kolondan indirildi ve MALDI-TOF/TOF 6rnek tabakasi tizerine damla seklinde aktarildi.
Tabaka {izerinde kuruyan peptit-matriks karisgmi AB SCIEX TOF/TOF 5800 (AB Sciex,
Framingham, MA, ABD) cihazinda analiz edildi. Elde edilen veriler MASCOT veritabani
(Matrix Science, Boston, MA, ABD) ve ProteinPilot yazilimi1 4.0.8085 revizyon 148085 (AB
Sciex, Framingham, MA, ABD) ile belirlenmis parametrelere (atlanmis kesim bolgesi=1,
sabit modifikasyon olarak karbamidometilin (C), degisken modifikasyonlar ise oksidasyon
(M), peptit kiitle toleransi= 50 ppm, kiitle tolerans1 =+ 0.2 Da, peptit yiikii = 1+) goére analiz
edildi. Elde edilen sonuglarda kesilen protein bandinin TurboID enzimin gelistirildigi E.coli.

BirA enzimi oldugu belirlendi.

3.4.3. Western Blot (WB) Yéntemi ile TurbolD Uretiminin Dogrulanmasi

MALDI-TOF/TOF analizine ek olarak, TurboID enziminin dogrulanmast icin WB analizi
yapildi pET-21a vektorii iizerinden iretilen TurboID enzimi anti-His antikoru ile
dogrulanirken MBP etiketli TurboID enzimlerinin dogrulanmas: deneyinde BirA antikoru
(Novus firmasina NBP2-59939, USA) kullanildi. Yapilan WB analizlerinde TurboID’nin
tretimi her iki antikor ile de gosterildi. WB analizlerinde kulanilan antikorlar ve takip edilen

deneysel basamaklar Tablo olarak EK-1’de verilmistir ( Bakiniz EK-1).

3.4.4. TurbolD Enziminin Saflastiriimasi

Uretilen TurboID enziminin saflastirilmasi icin enzimde bulunan 6XHis etiketinden
faydalanildi. 6XHis etiketi, 6 adet histidin amino asidinin sirali bir sekilde diziliminden
meydana gelmektedir. Histidin amino asidinin yan zinciri olan imidazol halkasinin Nikel

atomuna olan afinitesinden yararlanilarak yapilan TurboID saflastirma islemi i¢in 1 mL’lik
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Ni-NTA kolonlar1 (GE, GE17-5247-01) kullanildi. Bu iglem igin protein 6rnekleri kolon
baglama tamponu (20 mM sodyum fosfat, 0.5 M NaCl, 40 mM imidazol, pH 7.4) ile 1:5
oraninda seyreltildi. Ardindan ornekler baglanma tamponu ile sartlandirilmis kolona
yiiklenerek kolondan gegirildi. Kolon hacminin 10 kat1 (10 mL) kadar baglanma tamponu
kolondan gegirilerek safsizlik olusturacak proteinlerin uzaklastirilmasi ve kolonun
yikanmasi saglandi. His etiketli TurboID proteinlerin kolondan indirilerek saflastirilmasi
icin kolondan 5 mL eliisyon tamponu gegcirildi. Eliisyonlar 0.5 mL/tiip olacak sekilde
topland1 ve elde edilen fraksiyonlarin SDS-PAGE analizleri yapildi. Boylece yapilan
saflastirma  isleminin  verimliligi  belirlendi.  Saflagtirllan  TurboID  enziminin
konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢gin SDS-PAGE jellerde birlikte yiiriitiilen Bovin serum
alblimin (BSA) standartlar1 ve TurboID enzim diliisyonlar1 kullanildi. Yiriitilen jeller
kolloidal Coomassie Mavisi ile boyanarak elde edilen bantlarin yogunluklar: QuantityOne
(Bio-Rad, ABD) programi kullanilarak hesaplandi. BSA standartlari ile olusturulan grafik
tizerinden saf TurbolD enziminin konsantrasyonu belirlendi. TurbolD enzimi hiicre
membran proteinlerinin biyotinilasyonunda kullanilmak {izere pargalara boliinerek -80°C’de

saklandi.

3.5.  MBP Etiketli TurboID Enzimin Faktor Xa Enzimi ile Kesimi

MBP etiketini biiyiik bir molekiil oldugundan ve TurbolD enzimi reaksiyon
gosterebilmesi i¢in hedef proteinlere yakinlasmasi gerektiginden MBP etiketinin
uzaklastirilmas1 amaglanmistir.  Yapilan ilk calismalarin  His etiketi yapilmasinin
nedenlerinden biride kii¢lik bir etiket olmasidir. MBP etiketinin uzaklastirilmasi igin
TurbolD ile arasindaki bolgede bulunan Faktor Xa enzim kesim noktasi kullanildi. Normal
kosullarda MBP etiketinin proteinlerden kesilerek uzaklastirilmasi igin yapilan Faktor Xa ile
islemi kolonlardan eliisyon sonrasinda gerceklestirilmektedir. Ancak ¢alismamizda amiloz
rezinden elde edilen saflagtirma 6rneklerinde ¢ok fazla protein kirliligi oldugu goériilmiistii.
Eliisyonlardaki bu kirlilikten kurtulmak icin kesim islemleri yikama islemi sonrasidan
kolonda bagli bulunan proteinler lizerinde yapildi. Boylelikle amiloz rezinler baglanan ve
eliisyon orneklerinde safsizliklara yol agan proteinler kolona bagli kalirken sadece kesilen
ve boylelikle serbest kalan TurboID enzimlerinin daha yliksek saflikta elde edilmesi
amaglandi. Bunun i¢in kolona baglanan MBP etiketli TurboID enzimleri gece boyu Faktor
Xa ile PBS i¢erinde ve oda kosularinda kesime birakildi. Kesim i¢in rezin igerisinde Faktor

Xa enzim konsantrasyonu 20 ng/uL olacak sekilde uygulandi.
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3.6.  TurbolD ve BirA Enzimlerinin His Etiketi Konumlarinin Belirlenmesi
TurbolD ve BirA enzimlerinin Ni-NTA kolonlara baglanma diizeylerinin farkli olmasinin
nedenleri incelenirken her iki etiketin, enzimlerin 3 boyutlu yapilarinda nasil konumlandig:
ve baglanmaya engel bir durumun olup olmaginin incelendi. Bunun igin her iki enzime ait
protein diziler Swissmodel araci kullanilarak modellendi ve his etiketlerinin bulundugu

konumlar analiz edildi (https://swissmodel.expasy.org).
3.7.  Biyotinilasyon Reaksiyonunun Optimizasyonu

Gergeklestirilecek biyotinilasyon reaksiyonu igin gerekli siirenin, ATP ve biyotin
konsantrasyonlarinin reaksiyon tizerindeki etkilerinin belirlenmesi i¢in deneyler yapildi.
Biyotinilasyon igin gerekli siirenin belirlenmesi igin saflastirilmis 0.2 pg TurbolD enzimi,
20 pg HeLA protein oziitiinii ile birlikte farkli zaman, ATP ve biyotin konsantrasyonlarinda
bir araya getirilerek biyotinilasyon etkinlikleri belirlendi. Zaman bagimli biyotinilasyon
aktivitesinin belirlenmesi igin yapilan deneyde 0,5 mM biotin, 1 mM ATP ve 5 mM MgCl;
kullanilarak dort farkli zaman diliminde (0, 15, 30 ve 60 dakika) enzimin sergiledigi
biyotinilasyon aktivitesi belirlendi ve aktivite diizeyleri Streptavidin-HRP’nin kullanildigi
WB analizleri ile incelendi (Sekil 3.3 A). Benzer sekilde reaksiyon ortamindaki ATP ve
biyotin miktarlarinin 2 ve 4 kat arttirildigi durumlarda da enzimin sergiledigi aktivite

degisiklikleri benzer sekilde yapilan WB analizleri ile belirlendi (Sekil 3.3 B).
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Sekil 3.3. Biyotinilasyon reaksiyon kosullarinin optimizasyonu icin kullanilan deney
tasarimi. A) Farkli zaman dilimlerinde biyotinilasyon diizeylerinin belirlenmesi. B) Farkli
ATP ve Biyotin konsantrasyonlarinin biyotinilasyon aktivitesi iizerindeki etkisinin
incelenmesi.

3.8. Saflastirma ve Saklama Kosullari icin Gerekli Gliserol Oranin Belirlenmesi

Optimizasyon calismalar1 esnasinda saflastirilan TurboID enziminin aktivitesinin zaman
icerisinde ciddi olarak azaldigi gozlemlendigi igin aktivitenin korunmasi amaciyla gliserol
eklenmesine karar verildi. Bunun i¢in hem pET21a-TurbolD hem de pMAL C4X TurbolD
plazmitleri kullanilarak tiretilen enzimler farkli gliserol konsantrasyonlari i¢eren (%10, %20
ve %30) ¢ozeltiler ile lizize ugratildi, saflastirildi ve saklandi (Sekil 3.4). Saflastirilan

enzimlerin aktiviteleri incelenerek gliseroliin enzim aktivitesi tizerindeki etkisi analiz edildi.

pET21a TurbolD pMAL C4X TurbolD

Farkli gliserol orani

iceren TPER ve 2D SDS-PAGE
=P tamponlariile =—p ve
protein ozttlerinin Western blot

hazirlanmasi

Gliserol Yiizdesi=p»10%  20%  30% 10% 20%  30%

Sekil 3.4. Gliserol etkisinin enzim aktivitesi lizerine test edildilmesini gosteren deneysel akis
semasl.

3.9. Saklama Kosullarinin TurboID Enzim Aktivitesinin Uzerinde Zamana Bagh
Etkisinin incelenmesi
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Uretilen TurbolD enzimlerinin saklama sicakligi ve zaman icerisinde gerceklesen
aktivite degisimleri belirlenmesi amaci ile enzimler +4°C ve -80°C’de 2 hafta boyunca
saklandiktan sonra HeLa protein Oziitleri tizerindeki aktiviteleri analiz edildi (Sekil 3.5).
Bunun i¢in 20 ug HeLA protein Oziitii kullanilarak biyotinilasyon deneyleri yapildi.
Biyotinilasyon sonrasinda enzim aktiviteleri streptavidin-HRP kullanilarak yapilan WB

yontemi ile analiz edildi.

Gliserol
Yiizdesi | +4°C -80°C

10%

20% [ J—)
EEN
30% -l [ ]
4 2 hafta saklanan
i larl Western blot
[ 2 hafta ben2|mler re analizi ile enzim
10% { b — iyotini - s S
) |yot|r?| ésyon aktivitelerinin
deneylerinin tekrar . -
: ; incelememsi.
20% | ! test edilmesi

30%
= Saflastirilan

enzimler

Sekil 3.5. TurbolD enzimlerinin farkli sicaklik ve gliserol kosullarinda saklanmasinin enzim
aktivitelerinin {izerine etkisinin incelendigi deneysel yaklagimin resimsel gosterimi.

3.10. Hiicre Kiiltiirleri

Deneylerde kullanilacak MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlari; %10 Fetal Bovin Serum
(FBS), ve %1 Penisilin/Streptomisin igeren DMEM (Dulbecco®s Modified Eagle Medium,
Gibco) besiyerinde biiyiitiildii. MCF-10A hiicreleri ise; MEGM (Mammary Epithelial Cell
Growth Medium, Gibco) besiyeri igerisinde, %10 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin ve %1
MEGS (Mammary Epithelial Growth Supplement, Gibco) igeren besiyerinde biiyiitiildii.
Kiiltiir sirasinda hiicreler %5°lik COz altinda, 37°C’de inkiibe edildi. Hiicre besiyerleri ekim
islemi sonrasinda hiicre yogunluguna ve biiyiime hizlarina bagl olarak hiicre yogunlugu
%75-90 Araliginda iken her 2-3 giinde bir pasajlandi. Gerekli durumlarda ise hiicrelerden

saklamalar alind1 ve s1v1 azot igerisinde tutuldu.

3.11. Hiicrelerden Saklama Alinmasi

Hiicrelerden saklama alabilmek i¢in; %70 DMEM, %20 FBS ve %10 DMSO igeren
saklama besiyeri hazirlandi. Hiicrelerin {izerine hiicre miktarma baglh olarak belirlenen

miktarda saklama soliisyonu eklendi ve her bir kryotiipe 1 ml olacak sekilde dagildi. Tiipler
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-80°C’de kyro-freezer saklama kabinda (Nalgene, ABD) bir gece bekletildikten sonra sivi

azot tankina yerlestirilerek ¢oziiliip kullanilincaya kadar tank igerisinde tutuldu.

3.12. Stabil Hiicre Hatt1 Olusturmak Icin Gereken Antibiyotik Dozunun
Belirlenmesi

Meme dokusu hiicre hatlarina yapilan transfeksiyon islemi sonrasinda hiicrelerin
secilmesi i¢in pDisplay-TurbolD-TM vektorii igerisinde bulunan Genetisin (G-418) direng
geni kullanildi. Transfeksiyon islemi oOncesinde ilk olarak hiicrelerde genetisin
antibiyotiginin 6ldiriicii dozlar1 belirlendi. Bunun i¢in 12 kuyucuklu biiyiime kaplarina
50.000 hiicre /kuyu olacak sekilde ekim yapildi. Bir giin sonra hiicreler iizerindeki besiyeri
cekilerek ortama farkli konsantrasyonlarda antibiyotik iceren yeni besiyerleri eklendi.
Dozun belirlenmesi i¢in 0, 100, 200, 400, 800 ve 1200 pg/mL antibiyotik konsantrasyonlari
kullanildi. Her bir konsantrasyon 2 tekrar olacak sekilde test edildi. Hiicreler lizerindeki besi
yerleri 2 giin araliklarla degistirildi. Inkiibasyonun ardindan seKizinci giinde kontrol grubu
%100 yogunluga ulastiginda hiicreler tripsin ile kaldirilarak kuyulardaki toplam hiicre sayisi
tripan mavisi boyasi ile boyanarak mikroskop altinda sayildi. Elde edilen veriler ile koloni

sec¢imi i¢in gerekli doz miktart belirlendi.

3.13. Okaryotik Meme Hiicre Hatlarina pDisplay-TurbolD-TM Plazmit
Transfeksiyonu

Saglikli ve karsinojenik dkaryotik meme hiicrelerinde TurboID enziminin hiicre igi yollar
tizerinden tiretilmesi i¢in ilk ¢alismalarda MCF-7 hiicre hatti1 kullanildi. Bu amacla hiicre
yogunlugu yaklasik %75’e ulasana kadar beklenildi. Yeterli yogunluga ulagmis olan
hiicrelerin besiyeri uzaklastirildi ve hiicre ortami yeni besiyeri ile yikandi. Bir sonraki
asamada hiicreler, biiylime kabi yiizeyinden uygun miktarda %0.25’lik Tripsin muamelesi
ile kaldirildi. Bu islemin ardindan tripsin enzimi %1 FBS ile nétralize edildi. Ardindan
sayilan hiicrelerden 1X10° hiicre alinarak yeni bir tiipe aktarildi ve Neon-transfeksiyon
sistemi (Thermo Fisher Scientific, ABD) ile cihazin onerdigi protokol izlenerek

transfeksiyon islemi gergeklestirildi.

3.14. Transfeksiyon Sonras1t MCF-7 Hiicrelerine Ait Koloni Secimi

Transfeksiyon islemi sonrasinda antibiyotiksiz besiyerlerine ekimleri gergeklestirilen
MCF-7 hiicrelerine bir giin sonra penisilin/streptomisin (%1) ve genetisin (800 pg/mL)

antibiyotikleri eklendi. Her iki giin araliklar ile besiyerleri degistirilen hiicrelerde 10-11 giin
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sonra antibiyotik direnci gosteren kolonilerin olusumu gozlemlendi. Yeterli biiyiikliige
ulasan koloniler cam silindirler yardimi ile birbirilerine karigmayacak sekilde ayrildi ve
tripsin ile kaldirilarak 300 pL besiyeri igeren 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildi. Hiicre
yogunlugu %70’e ulastiktan sonra biiyliyen hiicreler 3 mL besiyeri igeren kiiltiir kaplarina
aktarildi. Ardindan hiicrelerin bir kism1 WB analizi i¢in kazinarak toplanirken kalan kism1
ise tripsin ile kaldirilip yeni kiiltiir kaplarina ekimleri yapildi. Kolonilerin TurbolD ifade
edip etmediklerinin dogrulanmasi i¢in hiicrelerden elde edilen protein 6ziitleri ile yapilan ve

Anti-BirA antikorunun kullanildigi WB analizleri ile gerceklestirildi.

3.15. Hiicre Yiizey Proteinlerinin Biyotinilasyonu

Hiicre membran proteinlerinin biyotinilasyonu i¢in TurbolD enzimi endojen olarak
hiicrelerce {iretilerek ya da E. coli’de iiretilip saflastirdiktan sonra hiicrelerin bulundugu

kiiltiir ortamina eklenerek gerceklestirildi.

3.15.1. TurbolD Enziminin Endojen Olarak Hiicrelerce Uretimi ve
Biyotinilasyonda Kullanilmasi

Bu yaklasimda pDisplay —TurbolD-TM plazmiti Neon transfer sistemi kullanilarak MCF-
7 hiicre hattina transfekte edildi ve koloni se¢imi yukarida anlasildig: sekilde gergeklestirildi.
Ardindan hiicre icerisinde iretimi gerceklestirilen enzimin PDGF-TM (Platelet-Tiirevli
Biiylime Faktorii transmembran domaini) bolgesi yardimiyla hiicre PM’nin ekstraselliiler
ylizeyine yerlesimi saglandi. Daha sonra ortama eklenen biyotin, ATP ve MgCl: ile yiizey

proteinlerinin biyotinilasyonu gergeklestirildi (Hiicre i¢i yontem Sekil 3.6 A).
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Sekil 3.6. Meme dokusu hiicre hatlarinda yiizey proteinlerinin farkli iki yontem kullanilarak
yapilan biyotinilasyonunun sematik gosterimi A) TurbolD enziminin hiicre igerisinde
dretilip hiicre yilizeyine lokalizasyonunun saglanmast amaci1 ile gergeklestirilen
biyotinilasyon yaklasimi. B) TurboID enziminin E. coli igerisinde iiretilerek saflagtirilmasi
sonrasinda bu enzimlerin hiicre kiiltiir ortamina eklenmesi sonucu HYP’lerinin
biyotinilasyonu.

3.15.2. Hiicre Yiizey Proteinlerinin Disaridan Eklenen TurbolD Enzimi ile
Biyotinlenmesi (Hiicre Dis1 Yontem)

Bu yaklasimda TurboID enzimi E. coli hiicrelerinde uygun sartlar altinda aktivitesini
koruyacak sekilde tiretilip saflastirildiktan ve saf enzim ¢ozeltisinde bulunan gliserol diyaliz
yontemi ile uzaklastirildi. Bunun igin cut-off limiti 2 kDa olan 3 mL’lik diyaliz kasetleri
(Slide A lyzer, Thermo) igerisine yiiklenen %10 gliserol igerisindeki saf TurboID enzimi
250 mL DMEM soliisyonuna karsi 2 saat boyunca manyetik calkalayici iizerinde diyaliz
edildi. Islem bittikten sonra temiz tiiplere alinan 6rnek hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda
kullanildi. MCF-10A, MCF-7 ve MDA MD-231 hiicrelerinde HYP’lerinin biyotinilasyonu
i¢in her hiicre igin 6 adet ve toplamda 18 adet 100 mm’lik kiiltiir kaplarina yogunlugu 2x10°
hiicre/kap olacak sekilde ekildi. Her hiicre grubu i¢in biiyiitiilen 6 adet petriden 3 tanesi
negatif kontrol olarak kullanildi. Hiicreler %70-80 yogunluga ulasincaya kadar kiiltiir
kaplarinda biiyiitiildii ve biyotinilasyon islemi dncesi 5 kez PBS ile yikanarak ortamdaki
FBS uzaklastirild1 ve negatif kontrol kiiltiir kaplar1 harig lizerlerine 25 ng/uL TurbolD igeren
reaksiyon tamponu (DMEM veya MEGM igerinde 0,5 mM Biotin, 1 mM ATP, 5 mM
MgCl>) eklendi. Negatif kontrol kaplarina ise TurboID enzimi igermeyen reaksiyon tamponu
eklendi ve tiim kaplar 37°C’de 30 dakika biyotinilasyonun gergeklesmesi igin inkiibe edildi
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(Hiicre dis1 yontem, Sekil 3.6 B, Sekil 3.7). Inkiibasyon sonrasinda hiicreler buz iizerine

alinarak biyotinilasyon reaksiyonu durduruldu.

MCF 10A MCF-7 MB MDA 231

Negatif K. Biyotinile Negatif K. Biyotinile Negatif K. Biyotinile
grup grup grup
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Sekil 3.7. Hiicre yiizey proteinlerinin digaridan eklenen TurbolID enzimi ile isaretlenmesi.
3.16. Protein Oziitlerinin Hazirlanmasi

Biyotinilasyon reaksiyonlarinin sonrasinda hiicrelerin {izerindeki {ist sivi alinarak temiz
tiplere aktarildi. Hiicreler 5 kez PBS ile yikanarak ylizeyde kalabilecek enzim ve diger
Kirliliklerden temizlendi. Ardindan {izerine 1 mL DPBS eklenen hiicreler, hiicre kaziyici
(scraper) yardimiyla kazmarak toplandi. Santrifiij edilerek toplanan hiicreler tizerindeki
slipernatant atilarak kalan hiicre pelleti RIPA tamponu (Thermo Fisher Scientific) ve proteaz
karsim1 (Merck,) siispanse edildi. Buz {izerinde 30 dakika bekletilen hiicrelerinin tizerine 0,2
ve 0,5 mm’lik paslanmaz celik boncuklar konuldu (NextAdvance, ABD) ve ornekler
+4°C’de bulunan homojenizatoér yardimi ile (Next Advance Bullet Blender, ABD) lizize
ugratildi. Liziz sonrasi1 6rnekler 10.000xg’de 10 dakika santrifiij edildi ve ¢6ziiniir proteinleri
iceren siipernatant kismui dikkatli bir sekilde yeni tiiplere aktarildi. Elde edilen protein
oOziitlerinin konsantrasyonlari Bradford yontemi ile belirlendi ve 6rneklerin SDS-PAGE

analizleri yapilarak protein iiretimi ve kalitesi kontrol edildi.

3.17. Biyotinlenen Proteinlerin Zenginlestirilmesi ve Dogrulanmasi

Kontrol ve biyotinile edilen gruplara ait protein 6rneklerindeki, biyotin etiketi tagiyan
proteinlerin zenginlestirilmesi i¢in streptavidin kapli manyetik boncuklar kullanildi. 100 pL

manyetik boncuk 1,5 mL’lik eppendorf tiiplerin igerisine aktarildi ve tiipler manyetik stant
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tizerine oturtuldu. Manyetik boncuklarin igerisinde bulundugu tampon uzaklastirildiktan
sonra manyetik boncuklar 200 pL RIPA tamponu kullanilarak 2 kez yikand1 ve 6rneklerden
esit miktarda protein alinarak son hacim 300 pL olacak sekilde manyetik boncuklar ile
karistirildi. Karisim +4°C°de gece boyu inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda manyetik stant
kullanilarak boncuklara baglanmayan proteinler uzaklastirildi ve temiz bir tiipe aktarild.
Manyetik boncuklarin temizlenmesi igin; 2 kez 200 uL RIPA, bir kez 1 mL 1M KCI, bir kez
1 mL 0,1M NazCOs, bir kez 1 mL 2M iire igeren 10 mM Tris-HCI (pH 8.0) igerisinde ve
ardindan tekrar iki kez 200 pL RIPA lizis tamponu ile yikanarak Kirlilikler ve baglanmayan
proteinler uzaklastirildi. Manyetik boncuklara bagli proteinlerin eliisyonu i¢in boncuklarin
tizerine 100 pL eliisyon tamponu (%2 SDS, 30 mM biyotin, 0.3 M NaCl, 25 mM TrisHCL,
pH:7.4) eklendi ve ornekler 94°C’de 10 dakika bekletildi. Sonrasinda manyetik stant
kullanilarak biyotin etiketli proteinlerin bulundugu siipernatant kismi temiz eppendorf
tiiplere alindi.

Zenginlestirme isleminin dogrulanmasi i¢in elde edilen protein Oziitleri, manyetik
boncuklara baglanmayan proteinler ve baglanan manyetik boncuklara kullanilarak WB
analizleri yapildi. WB analizlerinde streptavidin-HRP ve anti-Na/K ATPase antikoru
kullanilarak biyotin ile isaretli proteinlerin ve HYP proteinlerinin zenginlestirildigi

dogrulandu.

3.18. Zenginlestirilmis Proteinlerin Tripsin ile Kesimi

Zenginlestirilmis proteinlerin NLC-MS/MS analizlerinde kullanmak igin 6ncelikle
soliisyon i¢i kesim yontemi denendi (Thermo Fisher Scientific, ABD). Kesim islemi i¢in
orneklerden alinan 20 pg protein iiretici firma tarafindan 6nerilen protokole uygun sekilde
tripsin ile kesime tabi tutuldu. Elde edilen peptit 6rnekleri kullanilarak yapilan ilk nLC-
MS/MS analizlerinde protein sayisinin beklenilenden ¢ok daha az olmasi ve tripsin ile
kesimin etkili olmamasindan dolayr kesim islemleri i¢in farkli bir yontem olan Filtre
yardimli 6rnek hazirlama (FASP) (Abcam, USA) metodunun kullaniimasina karar verildi.
FASP kesimi i¢in 100 pg protein 6ziitii (30 pl asmayan hacim igerisinde) 200 pl 8 M {ire
soliisyonu ile karigtirilarak 30 kDa’lik membran filtre tlizerine aktarildi. Filtreler Kit
icerindeki 6zel eppendorf tiiplere yerlestirildikten sonra 10 dakika 15000xg’de santrifiij
edildi. Filtrelerin lizerine 8 M {ire soliisyonundan 100 pL daha eklenerek santrifiij islemi
tekrarlandi. Ardindan filtre tizerindeki iire yardimiyla bozulan disiilfit baglarmin tekrar

olusumunun engellenmesi i¢in 8M iire tamponu ile hazirlanan iyodoasetamid tamponu
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membran tizerine eklenerek drnekler tiiplin kenarina hafifge vurarak karistirildi ve karanlik
ortamda 20 dakika bekletildi. Bu islem sonrasinda tekrar santrifiij islemi yapildi ve
orneklerin yikanmast igin filtre tizerine 2 kez 100 L 50 mM AmBic (Amonyum bikarbonat)
soliisyonu eklenerek santrifiij islemleri tekrarlandi. Temizlenen 6rnekler {izerine 50 mM
AmBic igerinde hazirlanan tripsin ¢ozeltisi (53 ng/pL tripsin) eklendi. Kesim islemi igin
gece boyu 37°C’de inkiibasyona birakildi. Kesim isleminden sonra peptitlerin elde edilmesi
igin filtre temiz bir tiipe alind1 ve lizerindeki drneklere sirasiyla 40 pL AmBic (2 kez) ve 50
mM NaClz eklenerek santrifiij edildi ve elde edilen peptit 6rnekleri eppendorf tiip igerisine
toplandi. Toplanan peptit ornekleri. SpeedVac santrifiij cihazi kullanilarak (Eppendorf,
ABD) kurutuldu ve kalan liyofilize peptitler nLC-MS/MS analizi i¢in 20 pL %0,1’lik
Formik Asit ¢ozeltisi (FA) igerisinde yeniden siispanse edildi. Peptit konsantrasyonlari,
Qubit protein 6l¢tim kiti (Thermo Fisher) kullanilarak Qubit 4 Florometre (Thermo Fisher)

cihazinda belirlendi.

3.19. Nano-Sivi Kromatografisi Kiitle Spektrometrisi (nLC-MS/MS) Analizi

Peptitler, Q-Exactive kiitle spektrometresine (Thermo Scientific, ABD) bagli Ultimate
3000 RSLC nano sistemi (Dionex, Thermo Scientific, CA, ABD) kullanilarak nLC-MS/MS
sistemi ile analiz edildi. Tiim sistem Xcalibur 4.0 yazilim1 (Thermo Fisher Scientific, CA,
ABD) araciligiyla kontrol edildi. A (%0,1 FA) ve B (%80 Asetonitril + %0,1 Formik Asit)
mobil fazlar kullanilarak yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) ayrimi yapildi.
Kesilmis peptitler, bir tuzak (trap) kolonu iizerinden geg¢irilerek konsantre edildi ve tuzlardan
arindirildi. Daha sonra peptidler Acclaim PepMap RSLC C18 analitik kolonuna (75 um x
15 cm x 2 um, 100 A ¢ap, Thermo Scientific, CA, ABD) aktarilarak kromatografik ayrilma
islemine tabi tutuldu. Bu siirecte asagida 6zetlenen ayirma gradyani kullanildi. On dakika
i¢cin %6 B, 60 dakika i¢in %6-10 B, 150 dakika i¢in %10-30 B, 40 dakika i¢in %30-50 B, 20
dakika i¢in %50-90, 10 dakika i¢in %90, 10 dakika i¢in %90-6 B ve 5 dakika i¢in %6 B
olacak sekilde 300 dakikalik toplam ¢alisma stiresinde 300 nL/dakika akis hiziyla analizler
gerceklestirildi. Tam tarama MSI1 spektrumlar1 asagidaki parametrelerle elde edildi:
¢Oziiniirliik 70.000, tarama araligi 400-2000 m/z, hedef otomatik kazang¢ kontrolii (AGC)
3xE6, maksimum enjeksiyon siiresi 60 ms, piiskiirtme voltaji 2.3 kV. MS/MS analizi, ilk on
oncii iyonun seg¢ilmesiyle veriye bagli edinim yoluyla gerceklestirilmistir. Asagidaki
parametrelerle ¢arpisma kaynakli ayrismadan (yiiksek enerjili ¢arpismali ayrisma (higher-
energy collisional dissociation- HCD)) olusan MS2 analizi; ¢6ziiniirliik 17.500, AGC 1E6;
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maksimum enjeksiyon siiresi 100 ms, izolasyon penceresi 2.0 m/z normallestirildi ve
carpisma enerjisi (NCE) 27 olacak sekilde gergeklestirildi. Cihaz, her analizden 6nce
standart bir pozitif kalibrator ile (LTQ Velos ESI Positive lon Calibration Solution, Pierce,
ABD) kalibre edildi.

3.20. nLC-MS/MS Veri Analizi

Ham verilerin analizi ve protein tanimlamasi i¢in Proteom Discoverer 2.5 yazilimi
(Thermo Scientific, ABD) kullanild1 ve analizler sirasinda asagidaki parametreler uygulandi;
Peptit kiitle tolerans1 10 ppm, MS/MS Kkiitle tolerans1 0.2 Da, kiitle dogrulugu 2 ppm,
minimum peptit uzunlugu 6 amino asit, sabit degisiklikler sistein karbamidometilasyonu,
kararsiz degisiklikler metionin oksidasyonu ve asparajin deaminasyonu. Her protein i¢in
tanimlanan minimum 6zgiin peptit sayisi 1 olarak alindi ve elde edilen veriler Uniprot veri

tabanindan elde edilen veri bankalarinda taranda.

3.21. Biyoinformatik Analizler

nLC-MS/MS analizi sonucu elde edilen proteinlerin karsilastirmali analizi etiketsiz
miktar 6l¢timii (label-free quantification) yontemi kullanilarak Proteom Discoverer 2.5
yazilimi ile gergeklestirildi. Yapilan analizler ile her ii¢ hiicre hattina ait protein yogunluklari
birbirleri ile goreceli olarak karsilastirildi. Analizlerde iki farkli veri tabani kullanildi. Bu
veri tabanlar1 tiim proteinleri igeren insan referans veri tabani (Proteome ID UP000005640,
Ocak 2022) ve insan PM proteomu veri tabanidir (Ocak, 2022). Yapilan etiketsiz miktar
tayini analizleri ile elde edilen proteinlere ait sonuglar degerlendirilerek farklilik gosteren
proteinler  karsilagtirildi.  Ayni  zamanda elde edilen proteinlerin  g-Profiler
(https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost) ve STRING (https://string-db.org) analizleri yapilarak,
lokasyonlari, kiitlesel ve sayisal karsilagtirmalari, kontrol ve karsinojenik hiicre hatlari
arasindaki farklilik gosteren yolaklar ve mekanizmalarin belirlenmesi ¢aligmalar:
gerceklestirildi. Tiim bunlara ek olarak proteinlerin sayisal ve kiitlesel oranlar1 belirlenerek
yapilan islemin HYP’lerin isaretlenmesi ve saflastirilmasi i¢in verimli olup olmadigi

degerlendirildi.

3.22. nLC-MS/MS Sonuc¢larimin Dogrulanmasi

nLC-MS/MS analizleri sonuglarinin dogrulanmasi i¢in analiz edilen proteinlerden

anlaml farklilik gosteren N-Cadherin ve VDAC-1 proteinleri segildi. Negatif kontrol ve
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biyotinile 6rneklerden 20 pg protein 6rnegi %10’luk SDS-PAGE jellerde yiiriitiildii ve
ardindan nitroseliilloz membranlara transfer edilerek WB analizleri gergeklestirildi. Elde
edilen sonuglarda bant yogunluklar1 karsilastirilarak protein seviyelerindeki degisimler
hesaplandi. Western blot analizi ile elde edilen sonuglar nLC-MS/MS analizleri ile elde

edilen sonugclarla karsilastirilarak nLC-MS/MS analizlerinin dogrulanmasi gergeklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1.  Plazmitlerin Dogrulanmasi ve Cogaltilmasi.

Tess Branon ve Alice Ting tarafindan tarafimiza gonderilen plazmitlerin dogrulanmasi
icin gelen pET2la-TurbolD ve pDisplay-TurbolD-TM plazmitlerinin ilk olarak E. coli.
XL1-Blue bakteri hiicrelerine transformasyonlar1 gergeklestirildi. Segici besiyerinde
biiyiitillen bakteri hiicrelerinden tek koloni secimi yapildi. Ardindan miniprep plazmit
(Qiagen, ABD) izolasyon kiti kullanilarak kolonilerden plazmit izolasyonlari
gerceklestirildi. Elde edilen plazmitlerin dogrulanmasi amaciyla pET21a-TurbolD ve
pDisplay-TurbolD-TM sirasiyla EcoRI-Hindlll ve EcoRI-Notl RE enzimleri ile kesilerek
kesim tirtinleri %0,8 agaroz jellerde yiiriitiildii ve yapilan analizler sonucu, plazmitlerdeki

gen bolgelerinin dogru boyutlarda oldugu belirlendi (Sekil 4.1).

GeneRuler 1 kb DNA Ladder GeneRuler 1 kb DNA Ladder

bp_ng/05pg %

pDisplay
TurboID-TM

pET21a
TurbolD

EcoRI-Hindlll EcoRI-Notl

Sekil 4.1. pET21a-TurbolD ve pDisplay-TurbolD-TM plazmitlerinin RE enzimleri ile
kesilerek Etidyum Bromiir i¢eren agaroz jellerde dogrulamasi.

Dogrulama isleminin sonrasinda deneylerde kullanilmak iizere gerekli olan plazmit
stoklari, pET21a-TurboID i¢in midiprep (Qiagen) ve pDisplay-TurbolD-TM i¢in maxiprep
(Qiagen) kitleri kullanilarak hazirlandi.

4.2.  TurbolD Enzimin E.coli’de Uretimi

TurbolD enziminin bakteri hiicrelerinde iiretimi i¢in ilk asamada E. coli W3110 susu
kullanildi. TurboID enzimini kodlayan gen bdlgesini iceren pET2la-TurbolD ve
laboratuvarimiz envanterine daha onceki ¢alismalarla kazandirilan ve E. coli BirA enzimini

kodlayan pQE2-BirA plazmitleri elektroporasyon yontemi ile elektrokompetent E. coli
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bakteri hiicrelerine aktarildi. Transformasyon sonrasi koloni segilimi ve 6n kiiltiir iglemleri
yapilarak genis hacimli biiylime ortamina alinan bakteri hiicrelerinde protein iiretimi i¢in
IPTG indiiklemesi yapildi. Ug saat boyunca ve 37°C’lik galkalamali etiiv icerinde inkiibe
edilen bakteri hiicreleri sonrasinda santrifiij yardimiyla toplanarak protein oziitii elde etmek
icin Ni-NTA baglama tamponu (20 mM sodyum fosfat, 0,5 M NaCl, 40 mM imidazol
pH:7.4) ile lizize ugratildi. Elde edilen protein o6ziitleri kullanilarak yapilan SDS-PAGE
analizlerinde her iki enzimin de tiretiminin gergeklestigi belirlendi. Ancak ¢oziinmiis haldeki

TurbolD enziminin tiretim miktarinin ¢ok az oldugu goriildi (Sekil 4.2).

pET21a- pQE2-
TurbolD BirA
IPTG E W5 = =
116kDa -~
66,2kDa =
45kDa
35kDa «
25kDa w

Sekil 4.2. pET21a-TurbolD ve pQE2-BirA plazmitleri kullanilarak, TurboID ve BirA
enzimlerinin E.coli W3110 hiicre susunda tiretiminin SDS-PAGE analizler belirlenmesi.

Elde edilen proteinin ¢0ziiniir formda olmayis1 ve istenilen miktarda sentezlenmemis
olmasi nedeni ile pET21a plazmiti protein ekspresyonu i¢in farkli bir E. coli ekspresyon susu
olan BL21DES hiicrelerin aktarildi ve iiretiminin iyilestirilmesi i¢in zamana bagimli iiretim
testleri yapildi. Yapilan deneylerde IPTG ile protein iiretiminin indiiklenmesinin ardindan
0., 1., 2., 3. ve 4. saatlerde bakterilerden 6rnekler alinarak 3 farkli tampon ¢o6zelti
kullanilarak protein oziitleri hazirlandi. Bu ¢6zeltiler sirasi ile Ni-NTA kolon baglanma
tamponu, TPER ve 2D rehidrasyon tamponudur (8 M iire, 130 mM DTT, %4 w/v CHAPS).
Buradaki amag tretilen enzimin farkli soliisyondaki ¢oziiniirliiklerini belirlemekti. Sonug
olarak elde edilen protein oziitleri ile yapilan SDS-PAGE analizlerinde enzimin TPER
tamponu igerisinde ¢ozniirliigliniin daha fazla oldugu belirlendi. Protein 6ziitlerinin kalan

hiicre pelletleri yiiksek denatiiraSyon ve ¢6ziicli giicline sahip olan 2D-rehidrasyon tamponu
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ile siispanse edildiginde ise enzim iiretiminin indiiksiyon sonrasi 1. saatte dahi yeterince

diizeyde oldugu ancak biiyiik bir kisminin ¢oktiigii gortildii (Sekil 4.3).

Ni-NTA kolon
o baglamatamponu TPER 2D rehidrasyon tamponu
IPTG ile indiiksiyon
sonrasi zaman (saat) = 3 4 4 0 1 2 3 4
116 kD = == = = BE= == ==
- — = == S
—
66,2 kDa w= am_u" :
45kDa W= -
i p— — His-TurbolD
35kDa == w— : '
e NI ]
— - * +t o
25kDa w= n ! E

_-_.d e e ——

Sekil 4.3. E. coli BL21 DE3 susunda yapilan TurbolD protein iiretimi. Yapilan iiretimde
indiikleme sonrasi 0., 1., 2., 3. ve 4. saat araliklarinda alinan 6rneklerden hazirlanan protein

ozutlerinin SDS-PAGE analizleri.

Protein iiretim ¢alismalar1 sirasinda indiikleme Oncesinde bakterilerin normalden daha
yavasg biiyiidiikleri gézlemlenmisti. Bu durumun nedenleri incelendiginde olasi bir promotor
kagag1 olabilecegi ve bunun sonucunda az da olsa iiretilen yiiksek aktiviteye sahip enzimin
hiicreler lizerinde strese ve biiylime inhibisyonununa neden olabilecegi diisiiniildii. Bu
dogrultuda yapilan ¢aligmalar sonucunda tahmin edildigi gibi promotdr kagagi olustugu ve

indiikleme Oncesi bakteri 6ziitlerinde biyotinilasyon diizeyinde artis yasandigi gézlemlendi

(Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Bakteri hiicrelerinde meydana gelen promotdr kagaginin WB ile gosterimi. A)
Indiiksiyon 6ncesi bakteri hiicrelerinde biyotinilasyon seviyelerinde meydan gelen artis. B)
Bakterilerdeki TurbolD {iretimi.

Ancak Anti-His antikoru ile yapilan analizlerde pET2la-TurbolD tasiyan bakteri
hiicrelerinde indiiksiyon 6ncesi TurboID enzimi varligi belirlenemedi. Bu durumun enzimin
miktarinin ¢ok az olmasi ve indiiksiyon sonrasi iiretilen TurbolD miktarmin ¢ok fazla
olmasindan dolay1 agir1 1g1ma yapmasi ve sonucta daha zayif olan indiiksiyon Oncesi
TurbolD protein ekspresyonunun belirlenmesine neden oldugu diisiintildii. Bunun iizerine
tretimin formiilasyonunda biyotin olmayan, tanimlanmis modifiye DELISA besiyerinde
yaptlmasma karar verildi (Matthew, 1999). Bu besiyeri ile yapilan c¢aligmalarda
biyotinilasyonun hem indiiklenen hem de indiiklenmeyen bakterilerde ciddi oranda azaldigi
gozlemlendi (Sekil 4.5 A).
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Sekil 4.5. Biyotinilasyondan kaynaklanan bakteriyel inhibisyonun 6nlenmesi i¢in modifiye
besiyeri kullanimi. (A) Besiyerindeki biyotinin etkisini azaltmak i¢in LB besiyerinde
biiytitillen ve pET21a-TurbolD plazmiti tasiyan E. coli bakterileri ardisik olarak 3 kez
pasajlanarak (P1, P2 ve P3) zaman icinden hiicrelerde meydana gelen biyotinilasyon
diizeyleri WB analizi yapilarak incelendi. Biyotinilasyonu belirlenmek icin Streptavidin-
HRP ve TurbolD iiretimini belirlemek i¢in ise Anti-His tag antikoru kullanildi. B) Enzim
tiretiminin modifiye besiyerinde zamanla azalmasi. Protein dziitleri 2D rehidrasyon tamponu
ile hazirlanmustir.

Ancak yapilan analizlerde modifiye besiyerinde {iretilen enzim miktarinin LB
besiyerilerine gore azaldigi ve pasaj ilerledik¢e bu azalmanin devam ettigi goriildii (Sekil
4.5 B). Bu nedenle besiyeri modifiye besiyeri igerisinde iiretimden vazgegilerek LB besi yeri
igerisinde {liretime devam etme karar1 alindi.

TurbolD enziminin iiretim sirasinda ¢ékmesini 6nlenmek i¢in optimizasyon ¢aligsmalari
gerceklestirildi. Yapilan ilk optimizasyon denemelerinde iiretimin yavaslamasi ve boylelikle
protein katlanmasina yardimer olmak amaciyla ilk olarak IPTG miktar1 azaltilarak protein
tiretimi gergeklestirildi. IPTG miktar1 protein iiretiminin yavaslatilmasi igin 1:10 oraninda
azaltilarak 1 mM’dan 0,1 mM diisiiriildii ve yapilan SDS-PAGE analizlerinde 0,1 mM ile
indiiklenen bakterilerde protein iiretiminin 1 mM ile indiikklenen grupdakilere gére daha
verimli bir sekilde gergeklestigi goriildii (Sekil 4.6). Bu sonuglar gbz Oniine alinarak
ilerleyen tiim g¢aligmalarda protein sentezinin indiiklenmesi iglemleri 0.1 mM IPTG ile

yapildu.
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Sekil 4.6. IPTG konsantrasyonunun TurboID iiretimi iizerindeki etkilerinin gosterilmesi
amagcli yapilan SDS-PAGE analizi. NK: Negatif kontrol grubu.

Sicaklik etkisinin protein iiretiminin {izerinde etkisi oldugu bilinmektedir. Bu nedenle
protein iretimini yavaslatmak ve protein katlanmasina yardimei olmak amacr ile diisiik
sicakliklarda protein iiretim calismalar1 gergeklestirildi. 37, 30 ve 22 °C‘lerde yapilan
TurbolD iiretimlerinde en fazla ¢oziiniir formda protein dretiminin 30°C’de oldugu
belirlendi. Ancak bakteri tireme hizi 30°C yavasladigindan indiiksiyon oncesi hiicreler
OD600’de 0.2-0,4 araligina ulasana kadar 37°C’de biiyiitiildii (ekim sonras1 yaklagik 2.5 saat
kadar). Ardindan ortam sicakligr 30°C’ye diisiirtildii ve hiicrelerin protein iiretim sicakligi
olan 30°C‘ye adapte olmasi saglandi. Uygulanan bu yontemsel yaklasim ile bir yandan
¢Oziinlir protein Uretimi artirilirken diger yandan da TurbolD aktivitesinin azaltilarak
bakterinin biliylimesini yavaslatmasi engellenmis oldu. Yapilan tiim TurbolD enzim iiretim
caligmalarinda bu adimlar takip edildi.

Onciil iiretim ¢alismalarinda karsilastigimiz IPTG indiiksiyonu 6ncesi gerceklesen ve
promotor kagagi nedeni sonucu oldugunu diisiindiigiimiiz TurbolD sentezi hem W3110 hem
de BL21 DE3* suslarinda goriildii. Bu durumu 6nleyebilmek i¢in T7 protomdrleri {izerinde
daha siki kontrol mekanizmasi oldugu bilinen ve pLyss plazmitini tasiyan E. coli. BL21 DE3
pLyss susunun kullanilmasina karar verildi. BL21 DE3 pLyss laboratuvarimiz envanterinde
olmadigindan Dog. Dr. Bekir COL tarafindan bu bakteri susu laboratuvarimiza hediye edildi

ve sonraki ¢calismalarda kullanildi.

4.3.  TurbolD Enzimin Saflastirilmasi

TurboID’nin aktif halde saflastirilabilmesi i¢in tiim protein oziitleri %10 gliserol igeren
TPER tamponunda hazirlanmistir. TurbolD ile birlikte daha 6nceden pQE2 vektoriine
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klonlanmig olan yabanil tip BirA enzimi de iretilerek saflagtirma galismalarinda pozitif
kontrol olarak kullanildi. Yapilan saflagtirma islemlerinde her iki enzimin ifade edildigi
protein oziitleri kolon baglanma tamponu ile 1:10 oraninda seyreltilerek kolona yiiklendi.
Saflastirma deneylerinde BirA enzimi Ni-NTA klonuna verimli bir sekilde baglanip
saflagirken TurbolD’nin kolonu baglamadig1 ve saflasmadig: goriildii (Sekil 4.7 A ve 4.7
B).

A i Coomassie Boyama WB: Streptavidin-HRP

116 kDa | =

662kDa | s
|

!

45kDa | m
35kDa o
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15 kDa |

116kDa | = =
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45kDa | 8
i TurbolD

35kDa S

25kDa |

15kDa;

Sekil 4.7. E. coli BL21 DE3 pLyss hiicrelerinde iiretilen BirA (A) ve TurboID (B)
enzimlerinin  Ni-NTA-kolon kromatografisi yoluyla saflastirilmasi ve elde edilen
fraksiyonlarin SDS-PAGE analizleri(1- Negatif Kontrol, 2- pET21a TurbolD - protein
oziti, 3- pQE2-BirA - protein oziitii, 4- Ni-NTA kolona baglanmayan protein oziitii, 5-
Kolon yikama fraksiyonu, 6- Eliisyon Fraksiyon 1, 7- Eliisyon Fraksiyon 2, 8- Eliisyon
Fraksiyon 3, 9- Eliisyon Fraksiyon 4)

TurboID’nin kolona baglanmasini saglayabilmek i¢in 6rnegin kolona yiiklenme hizi
azaltildi ve boylelikle kolon ile temas siiresi artirilmis oldu. Ancak tiim ¢abalara ragmen
basarili olunamadi.

pQE2 vektorii, igerisine aktarilan proteinlerin N-ucuna histidin etiketi eklerken, pET21a
vektorii C-terminal ucuna eklemektedir. Dolayisi ile iki enzimin His etiketi pozisyonundan
kaynakli baglanma farkliliklar1 olmast miimkiindiir. Bunun nedenle TurbolD enziminin
tizerindeki mutasyonlarin ve His etiketinin pozisyonunun baglanmay etkileyebilecek sterik

bir engel olup olusturmadig belirlemek i¢in 3-boyutlu modelleme analizleri yapildi. Yapilan
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analizlerde her iki His etiketinin de protein dig kismina dogru yonlendigi ve agik pozisyonda

bulundugu goézlemlendi ve baglanma igin herhangi bir engel olmadigi anlasildi (Sekil 4.8).

His etiketleri
‘ BirA
‘ TurbolD ~ 7
) YN
: U
6B

Homodimer yapidaki TurbolD Homodimer yapidaki BirA

Sekil 4.8. His etiketli TurbolD ve BirA proteinlerinde His etiketinin konumunu gosteren
protein modelleri (swissmodel.expasy).

TurboID enziminin iretimi i¢in sicaklik, IPTG konsantrasyonu gibi parametreler
degistirilerek yapilan optimizasyon deneylerinde de enzim istenilen diizeyde ¢oziiniir halde
elde edilemedi. Bu sorunlarin ¢oziilmesi ve ¢oziinilirligiin artirilmasi amaciyla Maltoz
Baglama Proteininin (MBP) kullanilmasina karar verildi. Bunun i¢in hedef proteinlerin N-
terminal kismia MBP etiketi ekleyen pMAL-C4X plazmiti kullanildi. TurboID gen bdlgesi
pET21a igerisinden BamHI ve HindIII restriksiyon enzimleri yardimiyla kesilerek pMAL-
C4X plazmitine klonlandi. Klonlama isleminin ardindan elde dilen kolonilerden 3 adet
koloni segilerek miniprep kiti ile plazmit izolasyonlari yapildi. Sonrasinda Ndell, BamH]I ve
Hindlll restriksiyon enzimleri kullanilarak plazmitlerin dogrulama islemleri gerceklestirildi
(Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. TurboID gen bolgesinin pMAL C4X vektdriine klonlanmasi siirecinde elde edilen
3 adet koloninin restriksiyon enzimleri ile kesimi, dogrulanmasini igin yapilan A) sanal
restriksiyon haritas1 ve B) agaroz jel gorintiisii (1- pPMAL C4X (Ndel-HindlIl), 2- Koloni 1
(Ndel-Hindlll), 3- Koloni 1 (BamHI-Hindlll). 4- Koloni 2 (Ndel-Hindlll), 5- Koloni 2
(BamHI-Hindlll), 6-Koloni 3 (Ndel-Hindlll), 7- Koloni 3 (BamHI-HindllIl).

Yapilan dogrulama isleminde 3 numarali koloninin dogru gen profiline sahip oldugu
belirlendi ve protein ekspresyon ¢alismalarinda bu koloni kullanildi. MBP etiketli TurbolD
(MBP-TurbolD) enziminin tiretimi igin 4 farkli E. coli ekspresyon susu test edildi. Bunlar;
K12, W3110, BL21 DE3 ve BL21 DE3 pLyss suslartydi. Yapilan ¢calismada protein 6ziitii
elde etmek i¢in TPER tamponu kullanildi. Ayn1 zamanda lizis islemi hem sonikasyon hem
de sonikasyondan sonra paslanmaz celiklerin kullanildig1 bullet blender yontemleri ile
yapildi. Elde edilen protein oziitlerinden SDS-PAGE analizleri gerceklestirildi. Yapilan
analizlerde protein liretiminin basarili bir sekilde gergeklestigi, ¢okme sorununun asildigi,
tim E. coli suslarinda enzim iiretiminin gergeklestigi ve her iki lizis yonteminin ardisik
olarak uygulanmasinin ¢6ziiniir formdaki TurboID enzim miktarini artirdigi belirlendi (Sekil

4.10).
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Sekil 4.10. MBP etiketli TurboID enziminin farkli E. coli suslarinda tiretiminin SDS-PAGE
analizleri.

Yapilan iiretim ¢alismast sonucu K12 disinda tiim suslarda protein {iretiminin yiiksek
diizeyde oldugu goriildii. Bununla birlikte ileriki ¢alismalar ig¢in daha sik1 promotor kontrolii
sagladigindan BL21 DE3 pLyss bakteri susu protein {iretimi i¢in segildi ve ¢aligmalara bu

sus tlizerinden devam edildi.

4.4,  MBP-TurbolD Enziminin Saflastirilmasi

MBP-TurbolD enziminin {iretimi sonrasinda enzim saflastirilmasi igin amiloz rezinler
kullanildi (NEB). Uretici firmanm &nerdigi protokole uygun olarak yapilan saflastirma
islemleri sonucu MBP-TurbolD enziminin amiloz rezine giiclii ve etkili bir sekilde bagladig:
ve saflastirildigr gosterildi. Ancak saflastirma islemi esnasinda safsizlik olarak nitelendirilen

bazi proteinlerinde amiloz rezine baglandigi ve bunlarin kirlilik olusturdugu goézlemlendi

(Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. MBP-TurbolD enziminin amiloz rezin yardimu ile saflastirilmasi. Amiloz resin
baglanma tamponu (BT; 20 mM tris, 200mM NaCl ImM EDTA 10 mM B-merkaptoetanol)
ve eliisyon tamponu (10 mM maltoz). 1- Kolona yiiklenen protein 6ziitii, 2- Eliisyon 1, 3-
Eliisyon 2, 4- Eliisyon 3, 5- Eliisyon 4, 6- Eliisyon 5, 7- Eliisyon 6, 8- Eliisyon 7, 9- Kolona
baglanmayan (Flow T).

45.  Saflastirilan MBP-TurbolD Enzim Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Amiloz rezinler yardimi ile gerceklestirilen saflagtirma islemi sonrasi TurbolD enziminin
aktivitesinin belirlenmesi i¢in enzim substrat1 olarak HelLa ve E. coli protein oziitleri ile saf
yesil floresans proteini (GFP) kullanildi. Saflastiritlan MBP-TurboID’nin hem amiloz rezin
eliisyon tamponu (10 mM Maltoz) hem de BirA saklama tamponu (Taplo 3, Tampon B) ile
yapilan diyaliz islemleri sonrasi aktiviteleri 6l¢iildii. Yapilan 6l¢timlerde, negatif kontrol ile
karsilastirildiginda her iki tamponda da enzim aktivitesinin oldugu, ancak var olan
aktivitenin beklenenin ¢ok altinda gergeklestigi ve aktivitedeki bu diisiise diyaliz isleminin
neden oldugu belirlendi. Yapilan analizlerde saf GFP proteini ve E. coli ile yapilan deneyde
diisik de olsa aktivite gozlemlenirken HelLa protein Oziitlerinin kullanildigi reaksiyon
ortaminda enzim aktivitesi goriilmedi. Bunun sebebini anlamak i¢in yapilan incelemede
sorunun HeLa oziitleri hazirlanirken kullanilan ve denatiire edici bir tampon olan 2D
rehidrasyon tamponundan kaynaklandigr ve bu tamponun enzim aktivitesini engelledigi
anlasild1 (Sekil 4.12). Bu nedenle biyotinilasyon reaksiyonu ortaminda iire gibi denatiire

edici faktorlerin bulunmamasina dikkat edildi.
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Sekil 4.12. MBP-TurbolD rekombinant enziminin biyotinilasyon aktivitesinin SDS-PAGE
analizi ile gosterilmesi.

*  Eltsyon Tamponu (10 mM Maltoz,

ES)

*  BirA Saklama Tamponu (Tablo 3

tampon-B, SS)

* Reaksiyon Tamponu (0,5 mM Biotin,

5 mM MgCl,, 1 mM ATP, (RT))

4.6. TurboID Enzim Uretimi icin En Uygun Lizis Tamponunun Belirlenmesi

MBP-TurbolD aktivitesinin en yiiksek diizeyde elde edilebilmesi ve aktivite kaybinin 6niine

gecilebilmesi i¢in en uygun lizis ve Ssaklama tamponlarinin belirlenmesi ¢alismalari

gerceklestirildi. Bu analizlerde 6 farkli lizis tamponu kullanildi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. MBP-TurbolD enziminin izolasyonu i¢in kullanilan farkli lizis tamponlart

Lizis Tamponu Katalog no/icerik
RIPA Thermo Fisher Scientific, 89900
TPER Thermo Fisher Scientific, 78510
BPER Thermo Fisher Scientific 8243
Tampon A 50 mM Sodyum Fosfat, 300 mM NaCl, 0.1 mM DTT
Tampon B 25 mM Tris Cl, 50 mM NaCl, 1 mM DTT, %10 Gliserol (pH:7.2)
Tampon C 40 mM Tris Cl pH:8.

Farkli lizis tamponlari ile gergeklestirilen protein 6ziitii elde ¢alismalarinda MBP-

TurbolD enzimi, kullanilan tiim tamponlar ile ¢oztiniir formda elde edilebildi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Farkli lizis tamponlart ile gergeklestirilen MBP-TurbolD protein iiretimini
gosteren SDS-PAGE jeline ait goriintii.

Esit miktardaki hiicreden elde edilen toplam protein 6ziit miktarlar1 karsilastirildiginda
kullanilan tamponlardan en verimli lizisin gergeklestigi ve en fazla proteinin elde edildigi

tamponun BPER oldugu goriildii. En disiik protein 6ziitli konsantrasyonu ise C Tamponu

ile elde edildi (Sekil 4.

Farkli lizis tamponlari kullanilarak elde edilen proteine TurbolD miktarlari

37,0
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24,6
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Sekil 4.14. MBP-TurbolD iiretilen E. coli hiicre hatlarinda farkli lizis tamponlar1 ile elde
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Lizis Tamponu Total Protein 6ziiti  TurbolD

N

<

®
o o o
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TurbolD

(ng/pl) (ng/pl)  miktar (%)
RIPA 24,6 2,6 10,5
TPER 27,4 3,0 10,9
BPER 37,0 33 8,8
Tampon A 16,0 2,0 12,3
Tampon B 28,5 3,5 12,4
Tampon C 9,0 0,9 9,8
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Tam!

M Total Protein 6zutd (ug/pl)

edilen protein 6ziitii ve enzim miktarlari.
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4.7.  MBP etiketli TurbolD Enziminin Lizis Tamponlarindaki Aktivitelerinin
Belirlenmesi

Farkli lizis soliisyonlar1 ile izole edilen MBP-TurbolD enzim aktivitelerinin
degerlendirilmesi i¢in TPER tamponu kullanilarak hazirlanan HelLa protein oziitleri
kullanild1. HelLa protein oziitleri 0.2 pg MBP-TurboID enzimi igeren protein Oziitleri ile
karistirilarak biyotinilasyon reaksiyonlart 37°C’de 30 dakika boyunca gergeklestirildi.
Biyotinilasyon deneylerinin sonuglart WB yontemi kullanilarak analiz edildi. Elde edilen
sonuglarda RIPA, BPER ve Tampon B’nin enzim aktivitesinin olumsuz yonde etkiledigi
goriildii. Bununla birlikte TPER, Tampon A ve Tampon C’de TurboID enziminin yiiksek
derecede aktivite gosterdigi belirlendi. (Sekil 4.15).

Enzim 1 2 3 4 5 6 - 1 1
20 pg Hela + + + + + + +
Reaksiyon mix + + + + + + - - Az

0,2 ug

enzim iceren 6
prot. ézutu/ tip p 5
3
2

o
.
o
B

— MBP-TurbolD

1 =

20 ug Hefa\,/ £

prot. 6zltu

Sekil 4.15. Kullanilan lizis tamponlarinin enzim aktiviteleri iizerindeki etkisinin
Streptavidin-HRP kullanilarak WB yontemi ile incelenmesi (Reaksiyon karisimi (RT): 0,5
mM biyotin, 1 mM ATP, 5 mM MgCl.. Reaksiyon 30 dakika ve 37°C’de
gerceklestirilmistir). (1- RIPA. 2- TPER, 3- BPER, 4- Tampon A, 5-Tampon B, 6- Tampon
C, 7- HeLa protein 6ziitii, 8- TPER MBP-TurbolD protein 6ziitii (Negatif Kontrol). 9- TPER
MBP-TurbolD protein 6ziitii + Reaksiyon tanponu (Pozitif Kontrol)).

Yapilan deneylerler ile elde edilen sonuglarin enzim aktivitesi, protein oziiti eldesi ve
TurbolD enzim iiretimi agisindan degerlendirilmesi sonrasinda en uygun tamponun TPER
tamponunun oldugu goriildii ve ilerleyen c¢alismalarda TPER tamponunun kullanilmasina

karar verildi.

4.8. MBP Etiketinin TurbolD Enziminden Kesilerek Uzaklastirilmasi ve Kesim
Sonrasi Aktivitenin Kontrolii
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MBP etiketinin eklendigi enzim aktiviteleri tizerinde negatif bir etkisi olmadigi belirtilse
de TurbolD enzimi iizerindeki olasi etkileri daha 6nce belirlenmemistir. Bunun i¢in TurbolD
ile MBP proteinin birbirlerinden ayrilmasina ve etiketsiz TurbolD enziminin aktivitesinin
belirlenerek, MBP etiketinden etkilenip etkilenmedi test edildi. MBP etiketini ayirmak i¢in
proteinlerin arasinda bulunan bulunan Faktor Xa kesim bolgesi kullanildi. Faktor Xa enzimi

ile MBP etiketinin kesilmesi islemi amiloz rezinler tizerinde gerceklestirildi (Sekil 4.16 A).
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Sekil 4.16. MBP etiketinin Faktor Xa yardimiyla kesilerek uzaklagtirildigini gosteren (A)
deneysel yaklasim ve (B) SDS-PAGE analiz sonucu (1- E. coli protein 6ziitii, 2- Kolona
baglanmayan proteinler (Flow T.), 3- Eliisyon {iriinleri, 4- Kolonda Faktor Xa ile kesilip
ayrilan TurboID proteinleri).

Yapilan kesim islemi sonucunda Faktor Xa enziminin TurboID’yi MBP proteininden

ayirdig belirlendi. Ancak MBP’den uzaklastirilan TurboID enziminin yarisina yakin bir
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kismmi amiloz rezin iizerinde kaldigi, bununla birlikte bazi safsizliklarin da ortamda
varligini devam ettirdigi gézlendi (Sekil 4.16 B).

Faktér Xa kullanilarak elde edilen etiketsiz TurbolD ve MBP etiketli TurbolD
enzimlerinin aktivitelerinin karsilastirilmasi ve kesim isleminin enzim aktivitesi tizerindeki
etkilerini incelenmesi i¢in HeLA protein 6ziitli ve saflagtirilmig bovin serum albiimin BSA

kullanild1. Kesim isleminin enzim aktivitesinde azalmaya yol actig1 belirlendi (Sekil 4.17)

Enzim + + = . + + + + - - + +
20 pg Hela + - + - - - + - @

BSA - + . + < s N + » +

Reaksiyon K. + + + + + - + + + + +

MBP-TurbolD ==

- = —IUrbolD

—

MBP-TurbolD Faktor Xa ile kesilmisTurbolD

Sekil 4.17. Faktor Xa ile yapilan kesim islemi sonrasinda MBP etiketli ve etiketsiz TurbolD
enzim aktivitelerinin WB analizi ile incelenmesi.

4.9. Biyotinilasyon Reaksiyonlarinda Optimum Siirenin Belirlenmesi

Saflagtirma, MBP etiketinden uzaklastirma ve aktivite analizlerden sonra biyotinilasyon
reaksiyonlari i¢in gerekli zaman ile ATP ve biyotin miktarlarinin belirlenmesi ile ilgili
optimizasyon c¢alismalar1 gergeklestirildi. Bunun i¢in Faktér Xa ile MBP etiketi
uzaklastirilan etiketsiz TurboID enzimi kullanildi. Aktivitesi azalmis olsa da etiketsiz
TurbolID enzimini kullanmamizin temel sebebi daha az kirlilik icermesi ve WB analizlerinde
daha diisiik ama analize daha uygun bant 1g1malar1 vermesiydi. MBP-TurbolD enziminin
yiiksek aktivitesi western blot ¢alismalarinda c¢ok fazla 1s1ma verdiginden elde edilen
sonuglardaki farkliliklarin ortaya konulmasi zor olmaktaydi. Bu nedenlerden dolay1
optimizasyon ¢alismalari etiketsiz TurboID enzimi ile gergeklestirildi.

Biyotinilasyon i¢in en uygun reaksiyon siiresinin belirlenmesi i¢in TurbolD enziminin
HeLa protein 6ziitleri lizerindeki biyotinilasyon diizeyleri 0, 15, 30 ve 60 dakikalik stirelik
zaman dilimlerinde test edildi. Elde edilen sonuglarda zaman igerisinde biyotinilasyonun
arttig1 belirlendi (Sekil 4.18).

51



Enzim +

20 pg Hela +

Reaksiyon K. + +

o

& - ¥ AL D R

. _— — 3 i

= : e —TurbolD
g -— s el : -

) ‘ = > ¥ X

=]

wv

Sekil 4.18. Etiketsiz TurbolD enziminin zamana bagli aktivitesinin WB analizi ile
incelenmesi. Kendini biyotinile eden etiketsiz TruboID nin aktivitesi “-“ile gosterilmistir.

4.10. Biyotinilasyon Reaksiyonlarinda Biyotin ve ATP Konsantrasyonunun
Belirlenmesi

Zamana bagli yapilan biyotinilasyon deneyleri sonrasinda verimliligi arttirmak igin
reaksiyon ortamindaki biyotin ve ATP icerigi ile ilgili optimizasyon c¢alismalari
gergeklestirildi. Bu amag¢ dogrultusunda reaksiyon karigiminda kullanilan biyotin (0,5 mM)
ve ATP (1 mM) igerigi 2 ve 4 kat artirilarak 15 ve 30 dakikalik biyotinilasyon reaksiyonlari
kuruldu. Reaksiyon sonucu biyotin ve ATP miktarinin artirilmasi ile belirgin bir aktivite
artisinin olmadigi goriildi (Sekil 4.19). Bu nedenle ATP’nin 1 mM ve biyotinin ise 0,5 mM

olarak kullanilmasina karar verildi.

Enzim - - + +
20 pg Hela + + + + + F
Biyotin ve ATP 1x 1x 1x 2x 4x 1x 1x 2x 4x

Streptavidin-HRP

0. dakika 15. dakika 30. dakika

Sekil 4.19. Biyotinilasyon karisimindaki ATP ve Biyotin miktarinin artirilmasi ile enzimatik
aktivitedeki degisimin WB analizi ile incelenmesi.



4.11. His etiketli TurbolD Enziminin Ni-NTA Kolonuna Baglanma Sorununun
Giderilmesi

MBP etiketli ve etiketsiz TurbolD enzimlerinin tiretimi, saflastirilmasi ve aktiviteleri ile
ilgili calismalar gergeklestirilmis olsa da yapilan tiim denemelere ve optimizasyonlara
ragmen saflastirma siireclerinde karsilastigimiz safsizliklardan kurtulmak miimkiin olmadi.
Bununla birlikte kesim isleminin enzim aktivitesi lizerinde negatif etkisi oldugu goriildii. Bu
profilde saflastirilan enzimlerin hiicre kiiltiirli ¢alismalarinda kullanilmasinin hem ortamin
kirlenmesi hem de bakteri proteinlerinin olas1 olumsuz etkileri nedeni ile sorun olusturacagi
diistiniildii ve bu nedenle TurbolD enziminin Ni-NTA kolonuna baglanma sorununun tekrar
irdelenmesine karar verildi.

Onciil ¢alismalarimizda His etiketli TurbolD enziminin TPER tamponu icerisinde
¢Oziiniir formda elde edilmesi gerceklesmis, ancak saflastirma esnasinda kontrol amacl
kullandigimiz yabanil tip BirA enzimi kolona baglanirken TurbolD’nin kolona
baglanmadig goriilmiistii (Sekil 4.7). Saflastirma siire¢lerinde TurbolD enziminin kolona
etkin bir sekilde neden baglanmadigini belirlemek i¢in TurbolD ile BirA yabanil tip
enzimleri ile yapilan 3 boyutlu model analizlerinde His etiketinin baglanmamasi i¢in
herhangi bir sterik engel olmadig: belirlendi (Sekil 4.8). Ni-NTA kolonlar ile yapilan 6nciil
saflagtirma ¢alismalarinda lizis tamponu igerisinde yer alan protein oOziitleri hedef
proteinlerin kolona baglanmast i¢in Ni-NTA baglama tamponu ile 1:10 oraninda diliisyona
ugratilarak kolondan gegirilmekteydi. Yapilan incelemelerde TPER tamponunun deterjan
icerdigi Ve baglanma tamponu ile yapilan diliisyon sonucu bu deterjanlarin etkisinin azaldig
ve bu nedenle His etiketinin, proteinin i¢ bdlgesine dogru katlanmasina veya yiizey ile
etkilesime girip protein yiizeyine kapanmasina neden olabilecegi ve dolayisiyla histidinin
imidazol gruplarinin kolondaki Ni?* atomlarina baglanamayacag diisiiniidii. Bu duruma yol
agmamak icin protein Oziitlerinin Ni-NTA kolonuna yiiklenmeden 6nce 1:10 degil 1:5
oraninda seyreltilmesine karar verildi. Bu sartlar altinda saflagtirma islemi tekrarlandi.
Yapilan bu degisim sonucunda TurbolID enzimi Ni-NTA kolona gii¢lii bir sekilde baglandi
ve saf olarak elde edilebildi (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. His etiketli TurbolD enziminin Ni-NTA Hiprep Histag kolon (GE, ABD)
yardimiyla saflastirilmasina ait SDS-PAGE analiz sonucu (1- Kolona yiiklenen protein
0ziitl, 2- Kolona baglanmayan (Flow T.), 3- Yikama, 4- Eliisyon 2, 5- Eliisyon 3).

4.12. TurbolD Enziminin Farkh Miktarda Gliserol iceren TPER Tamponu
Icerisinde Hazirlanmasi ve Saflastirllmasi

TPER igerisinde hazirlanan TurbolD’nin zamanla aktivite kaybetmesini O6nleyebilmek
igin protein Oziitleri farkli miktarlarda (%10, %20 ve %30) gliserol igeren TPER tamponu
ile hazirlandi. Elde edilen protein Oziitleri ile yapilan SDS-PAGE analizlerinde her iig
gliserol igeriginin de enzimin eldesinde olumsuz bir etkisinin olmadigi, hem His etiketli hem
de MBP etiketli TurbolD enzimlerinin etkin bir sekilde ¢oziiniir olarak elde edildigi
gozlemlendi. Ancak yine de iiretilen her iki varyantin bir kisminin ¢okme egiliminin devam
ettigi goriildi (Sekil 4.21 A). Ni-NTA kolon ve amiloz rezinler yardimiyla gergeklestirilen
saflastirma caligmalarinda %10 ve %20’lik gliserol igeriginin protein saflastirma
stireclerinde herhangi bir soruna yol agmadig1 belirlenirken, %30’luk gliserol varliginin
saflagtirma islemlerinde kolonun tikanmasina neden oldugu ve baglanma verimini

diisiirdiigii gozlemlendi (Sekil 4.21 B).
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Sekil 4.21. TurbolID enzimin farkli gliserol i¢erigine sahip lizis tamponlar1 kullanilarak elde
edilmesi ve saflastirilmasi. (A) E. coli BL21 DE3 pLyss hiicre hatlarinda His ve MBP etiketli
TurbolD enzimlerinin iiretimi sonrasi farkli miktarlarda gliserol iceren TPER ve 2D
rehidrasyon tamponlari ile elde edilen protein 6ziitlerinin SDS-PAGE analizleri. (B) Ni-
NTA kolon ve amiloz rezin yardimiyla His- ve MBP- etiketli TurbolD enzimlerinin
saflastirilmas1 ve elde edilen fraksiyonlarin SDS-PAGE analizleri (1- Kolona yiiklenen
protein 6ziitii, 2- Kolona baglanmayan (Flow T.), 3- Eliisyon 2, 4- Eliisyon 3, 5- Eliisyon 4).
*M:Protein standardi (Thermofisher, ABD), NK: Negatif kontrol.

4.13. TurbolD Enziminin Farkh Gliserol Ortamlarindaki Aktivitelerinin
Belirlenmesi

Gliserol iceren tamponlar kullanilarak elde edilen ve saflastirilan enzimlerin

aktivitelerinin analiz edilmesi i¢in enzimlerden 0,2 ug alinarak 20 ug HeLa protein oziitii ile
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karistirildi ve 37°C’de 30 dakika boyunca biyotinilasyon reaksiyonlar1 gerceklestirildi.
Biyotinilasyon igslemi sonras1 enzim aktiviteleri WB analizleri ile degerlendirildi. Elde edilen
sonuglar His etiketli TurboIlD enzimin MBP etiketine gore daha aktif oldugunu ortaya
¢ikardi. Bunun yani sira %10 ve %20’lik gliserol varliginda TurboID enzimin aktivitesini
korudugu %30’luk gliserol varliginin saflastirilmay1 etkiledigi gibi aktivitede azalmaya
neden oldugu goriildii (Sekil 4.22).

His etiketli TurbolD MBP etiketli TurbolD

Hela protein 6zUtl (20 pg) + + + - + - + - + - + - +
Reaksiyon K. . o+ o+ o+ o+ o+ + 0+ o+ o+ o+ +
Enzim R + o+ o+ o+ +

His etiketli
TurbolD

B . .
J— ] MBP etiketli
P~ — @ — TurbolD
i |
- —

Glycerol konsantrasyonu —3  10% 20% 30% 10% 20% 30%

Sekil 4.22. Gliserol etkisinin His ve MBP etiketli TurbolD enzim aktiviteleri tizerindeki
etkisinin WB yontemi kullanilarak analizi.

4.14. TurbolD Enziminin Saklanma Kosullarimin (Zaman ve Sicakhik) Enzim
Aktivitesi Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi

Belirli oranlardaki gliserol varliginin enzim {iretimi ve saflagtirmasi tizerinde olumsuz bir
etkisi olmadig1 belirlendikten sonra gliseroliin zaman iginde enzim aktivitesinin
korunmasinda etkili olup olmadigi ile ilgili analizler gergeklestirildi. Bunun i¢in saflagtirilan
enzim Ornekleri farkli gliserol igeriklerindeki eliisyon tamponlarinda +4°C ve -80°C*de iki
hafta siire ile tutulduktan sonra aktiviteleri karsilagtirildi. Yapilan incelemede gliseroliin
farkli saklama kosullarinda iki hafta boyunca bekletilen enzim 6rneklerinin aktivitelerini

korudugu ve belirgin bir aktivite kaybinin olusmadig: belirlendi (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Farkli sicakliklarda saklanan TurbolD enzim aktivitelerindeki degisimin WB
analizi ile belirlenmesi.

Yapilan ¢alismalar sonucunda, yiiksek aktiviteye sahip olmasi, daha az Kirlilik igermesi,
cok daha kiiciik bir etiket tasimasi ve eliisyon tamponunda maltoz gibi hiicre
metabolizmasini etkileyebilecek molekiillerin bulunmamasindan dolay1 ¢alismalarimizin bu

asamadan sonraki kisimlarinda His etiketli TurbolD enzimi kullanildi.

4.15. Plazmit Transfeksiyonu Icin MCF-7 Hiicre Hattinda Genetisin (G418)
Antibiyotiginin Seleksiyon Dozunun Belirlenmesi.

Meme hiicre hatlarinin hiicre i¢i yontem ile biyotinilasyonu i¢in transfeksiyon sonrasi
plazmit igeren hiicrelerin se¢ciminde kullanilmasi gereken antibiyotik (genetisin) miktarinin
belirlenmesi amaci ile ilk olarak MCF-7 hiicreleri kullanildi. Bu analiz i¢in 12 kuyucuklu
kiiltiir kaplarma 50.000 hiicre/kuyu olacak sekilde MCF-7 hiicreleri ekildi. Bir giin sonra
hiicrelerin tlizerindeki besiyerleri, belirlenen konsantrasyonlarda genetisin igeren taze
besiyeri ile degistirildi ve genetisin iceren besi yerleri iki giinde bir yenilendi. Yapilan
analizde koloni se¢imi i¢in uygun antibiyotik konsantrasyonunun 800 pg/mL genetisinin
oldugu belirlendi (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. MCF-7 hiicre hatlarinda Genetisin (G418) seleksiyon dozunun belirlenmesi.

4.16. MCF-7 Hiicre Hatlarma pDisplay-TurbolD-TM Plazmitinin Transfeksiyonu
ve Kolonilerinin Secilimi

pDisplay-TurbolD-TM plazmitinin MCF-7 hiicrelerini transfeksiyonu igin 20 pg plazmit
1x10® hiicreye Neon transfeksiyon sistemi kullanilarak transfekte edildi. Yapilan
transfeksiyon sonrasi hiicreler besiyeri kaplarina ekildi ve bir giin boyunca antibiyotiksiz
besiyerinde biiyiitiildii. Bir giin sonra transfekte edilmis MCF-7 hiicrelerinin bulundugu
besiyeri ortamina genetisin eklenerek hiicreler segilime birakildi. Plazmiti tasiyan
kolonilerin olusumu 7. giinden itibaren izlenmeye baslandi. On dort giin sonunda koloniler
tyice belirginlesti ve olusan koloniler cam yiiziikler yardimiyla tripsinize edilerek
kaldirilarak 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildi. Toplamda 24 adet koloni segildi ve bu
kolonilerden 17 tanesi segici besiyeri ortaminda 6nce 12, sonra 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina
alinarak cogaltildi (Sekil 4.25).
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Koloni secimi

Buylyen koloniler

Sekil 4.25. pDisplay-TurbolD-TM plazmiti ile transfekte edilen MCF-7 hiicrelerinde
transfeksiyon sonrasi koloni se¢imi ve Kolonilerin ¢ogaltilmasi.

4.17. Secilen MCF-7 Kolonilerinde TurboID Enzim Uretiminin Dogrulanmasi

Transfeksiyon sonrasi olusan kolonilerde {iretilecek olan TurbolD enzimi iiretim
asamasinda {izerinde tasidigr lider dizi (IgK light chain ss) sayesinde endoplazmik
retikuluma yonlendirilmekte ve ayni zamanda PDGF’nin (Platelet Kaynakli Biiyiime
Faktorii) transmembran bolgesi (TM) sayesinde de hiicre membranin dis bolgesinde lokalize
olmaktadir (Sekil 4.26).

ER’a yonlendirme
lokalizasyonu

Sekil 4.26. TurbolD-TM enziminin membran yiizeyine lokalizasyonu.
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Bununla birlikte iiretilen TurboID enziminde hemagglutinin (HA) ve Myc etiketleri de
yer almaktadir. Calismanin ilk asamalarinda TurbolD’ye karsi bilinen ticari bir antikor
olmadigindan, enzim liretiminin ve hiicrelerdeki lokasyonunun belirlenmesi i¢in yapilan WB
ve immiinflerasan (IF) analizlerinde elimizde bulunulan Anti-Myc antikoru kullanildi.

Yapilan caligmada TubolD-TM proteinini stabil olarak tireten ancak monoklonal
olmayan hiicreler coverslipler iizerinde biiyiitiildii. Hiicreler %70 yogunlugu ulastiklarinda
IF analizleri i¢in kullanildi. IF ¢alismalarinda membran proteinlerin profilinin belirlenmesi
amaciyla bir membran proteini olan Na/K-ATPase antikoru kullanilarak IF analizleri
gerceklestirildi. Na/K-ATPase’in membrana lokalize oldugu gosterildi. Ardindan TurbolD-
TM diretimini ve lokasyonunu belirlemek amaciyla Anti-Myc antikoru ile yapilan IF
analizlerinde, MCF-7 hiicrelerinde TurbolD proteininin iretildigi ve membrana lokalize
oldugu gosterildi (Sekil 4.27).

Anti-Mouse . —
DAPI FITC Birlestirilmis

Anti-Na/K
ATPase

Anti -Myc

Sekil 4.27. Poliklonal MCF-7 stabil hiicre hatlarinda TurboID enzim {iretiminin ve
lokalizasyonunun IF analizi ile belirlenmesi.

IF analizlerini takiben yapilan WB analizleri ile de MCF-7 hiicrelerinde TurbolD {iretimi
gerceklestigi dogrulandi. Ancak proteine ait sinyal giiciiniin ¢ok zayif oldugu goriildii (Sekil
4.28).
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Sekil 4.28. Stabil olarak TurbolD-TM iireten MCF-7 hiicrelerinde TurbolD-TM enzim
tretiminin WB analizi ile belirlenmesi (1- MCF-7 protein oziitii (Negatif kontrol), 2-
Poliklonal MCF-7 pDisplay-TurbolD-TM protein dziitii).

4.18. TurbolD-TM ifade Eden Monoklonal MCF-7 Hiicre Hatlarimin Eldesi

Monoklonal olmayan MCF-7 hiicreleri ile yapilan IF ve WB ¢alismalarinda TurboID-TM
enziminin tretimi gosterildikten sonra, monoklonal koloniler segilerek her bir koloninin
TurbolD-TM iiretimi i¢in analizleri yapildi. TurbolD protein diizeylerinin belirlenmesi ve
en efektif enzim tiretimini ger¢eklestiren koloninin segilebilmesi amaciyla 17 adet koloniden
protein Oziitleri hazirlandi ve Anti-Myc antikoru kullanilarak western blot analizi yapildi.
Yapilan western blot analizlerinden elde edilen sonuglarda beklenen bolgede spesifik bir
bant belirlenemedigi gibi 6zgiin olmayan bantlarin oldugu goézlemlendi. Bu nedenle
kolonilerin TurbolD enzimi iirettip iiretmedigi, liretiyorsa hangi koloninin en yiiksek iretim

kabiliyetine sahip oldugu belirlenemedi (Sekil 4.29).

KoloniNo N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
TurbolD—TM_»-——‘ B — - —
bolgesi === —-— - ‘ — r A - Anti-Myc

e - .-..‘ o ap o g — --‘ Anti-Aktin

Sekil 4.29. On yedi adet monoklonal MCF-7 hiicre Kkolonisinin TurbolD-TM enzim
tiretiminin belirlenmesi amaci ile yapilan WB analizi.

WB analizlerinde istenilen sonuglar alinamadigindan rastgele 3 adet koloni secilerek
(koloni 6, 11 ve 14) IF galismalar1 gergeklestirildi. Ayn1 zamanda enzim {iretimi ile birlikte,
tiretilen enzimlerin aktivitelerini de analiz etmek igin hiicreler {izerinde biyotinilasyon
reaksiyonlart gergeklestirildi. Bunun i¢in %60 yogunluguna ulasan hiicrelerin bulundugu

ortama biyotinilasyon i¢in gerekli komponentler (0,5 mM biyotin, 1 mM ATP ve 5 mM
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MgCl,) eklendi ve hiicreler 60 dakika boyunca 37°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonucu 5
kez PBS ile yikanan hiicreler IF analizlerde kullanildi. Yapilan IF analizleri sonucu Sekil
4.27°de belirlenen TurbolD protein profillerinin kayboldugu goriildii. PM’de var olan
protein varlig1 goriilmedi, aksine sitoplazmada daginik halde bulunan TurboID-TM enzim
profilleri gozlemlendi. Bununla birlikte biyotinile proteinlerin dagilimlarinin = ve
lokasyonlarinin da TurbolD-TM enzimi ile benzer oldugu goriildi (Sekil 4.30).

Anti-Myc Streptavidin-Texas
DAPI FITC Red Birlestirilmi

X *‘ : ” RRN

Koloni 11

Koloni 14

Sekil 4.30. TurbolD-TM ifade ettigi diisiiniilen monoklonal MCF-7 hiicrelerinde TurbolD
proteinin lokasyonunun ve biyotinilasyon diizeylerinin IF analizlerinde gosterimi.

Yapilan analizler sonucunda biyotinilasyonun ve TurbolD iiretiminin beklenildigi
profilde olmamasi1 nedeni ile caligma tekrarlandi. Ancak bu sefer biyotinilasyon
reaksiyonunun daha yavas olmasi i¢in biyotin miktari azaltilarak reaksiyon siiresi uzatildi.
Islemlerin sonunda yapilan IF analizlerinde de benzer sonuglar elde edildi. Elde edilen
profillerde TurbolD-TM’nin mitokondri ile endoplazmik retikulum benzeri dagilim
gosterdigi goriildii. Ayrica TurboID-TM igeren ancak ortama biyotin eklenmeyen negatif
kontrol drneklerinde de biyotinilasyon varligi belirlendi (Sekil 4.31).
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Anti-Myc Streptavidin-Texas
DAPI FITC Red Birlestirilmis

MCF-7

Negatif K.

Negatif K.

Koloni 6

MCF-7 pDisplay-TurbolD-TM

Sekil 4.31. TurbolD-TM ifade ettigi diistiniilen monoklonal MCF-7 hiicrelerinde TurbolD
proteinin lokasyonunun ve biyotinilasyon diizeylerinin IF analizlerinde gosterimi.

IF analizlerinde Myc antikor ile TurbolD arasindan immiinblotlama islemi
gerceklesmesine ragmen western blot analizlerinde verimli bir sonug¢ alinamamasindan
dolay1 oncelikli olarak analizlerde kullanilan Anti-Myc antikorunun degistirilmesine karar
verildi. Bu sebeple BirA enzimine kars1 tiretilen ve TurbolD enzimini de taniyan Anti-BirA
antikoru temin edilerek denenmesine karar verildi. Anti BirA antikoru ile yapilan WB

analizinde Anti BirA antikorunun TurboID proteinini spesifik olarak tanindigi gosterildi
(Sekil 4.32).

.’ = — MBP-TurbolD

1 2 3 4 5 6

Sekil 4.32. Anti-BirA antikorunun tanidigi TurbolD protein bantlarini gésteren WB analiz
sonucu (1- HeLA protein oziitii (20 pg), 2- GFP proteinin iiretilmis E. coli protein protein
oziitli (20 pg), 3- E. coli protein 6ziitii 4- Saflastirilmis MBP etiketli TurboID (500 ng), 5-
Saflagtiritlmis MBP etiketli TurboID (25 ng ul), 6- Saflastirilmis MBP etiketli TurbolD (2,5

ng).



Anti-BirA antikorunun TurbolID enzimini spesifik olarak tanidigi belirlendikten sonra
koloni taramasi i¢in Anti-BirA antikoru kullanilmasina karar verildi. Bu amagla yapilan
deneme WB ¢alismalarinda rastgele segilen bir koloni (koloni-6) ile daha 6nce analizlerde
kulanilan poliklonal kolonilere ait hiicre kiiltiiriinden elde edilen protein 6ziitleri kullanildi.
Yapilan analizlerde 6 numarali kolonide TurbolD proteinine ait bant goézlenmezken
poliklonal kolonilerden elde edilen protein o&ziitlerinde TurbolD proteinin  varlig
gozlemlendi (Sekil 4.33).

s — TurbolD

1 2 3

Sekil 4.33. TurbolD-TM ifade ettigi diisiiniilen monoklonal ve poliklonal MCF-7
hiicrelerinde Anti-BirA antikoru kullanilarak TurbolID ekspresyonunun WB yontemi ile
gosterilmesi (1- MCF-7 protein 6ziitli, 2- Monoklonal MCF-7 pDisplay TurbolD koloni 6
protein 6ziitli, 3- Poliklonal MCF-7 pDisplay TurbolD protein 6ziitii).

Poliklonal kolonilerde hem IF hem de WB analizlerinde beklenen profil ve bantlarin
gbzlenmesine ragmen, kolonilerde elde edilen IF ve WB sonuglarinin neden farkli olduklari

anlasilamamustir.

4.19. pDisplay-TurbolD-TM Plazmitinin Geg¢ici Transfeksiyonu ile Yapilan
Biyotinilasyon Calismalar

MCF-7 hiicrelerinde stabil hiicre hatlarinin olusturulmasinda basar1 saglanamayinca
stabil hiicre hatlar1 olusturmak yerine gegici transfeksiyonlar yapilip hiicre yiizey
proteinlerinin  biyotinilasyonun bu hiicrelerde c¢alisilmasina karar verildi. Yapilan
transfeksiyon ve kisa siireli inkiibasyon (5 giin) sonrasinda yapilan IF analizlerinde
TurbolD-TM proteininin hiicrelerde iretildigi belirlendi. Ancak hiicrelerdeki TurboID’nin
PM goriiniimiindeki dagiliminin tiniform olmadig1 ve hiicre yapilarinda kii¢iik bozulumlarin
oldugu gozlemlendi (Sekil 4.34 A). IF analizlerinde goriilen protein varligit WB analizi ile
de dogruland: (Sekil 4.34 B).
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A DAPI Anti-Myc - FITC Birlestirilmis
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Sekil 4.34. pDisplay-TurbolD-TM transfekte edilmis MCF-7 hiicrelerinde transfeksiyon
sonrast TuboID-TM protein dagilimi. (A) IF analizleri (B) WB analizleri (1- MCF-7 protein
oziitii (Negatif Kontrol), 2- MCF-7 karisik koloniler).

Transfeksiyon sonrasi yapilan analizlerde TurbolD-TM enzim iiretimi her ne kadar
gozlemlense de, IF analizlerinde beklenildigi gibi bir profilin olmamasi, hiicresel defektlerin
olusmasi ve enzim iiretiminin zamanla azalmasi, TurbolD-TM enziminin hiicreler tizerinde
toksik etki olusturup olusturmadigi sorusunu akillara getirmistir.

Bakterilerde yapilan TurbolID iiretim ¢alismalarinda TurbolD enzim aktivitesinden otiirii
hiicrelerin biiylimesi yavaglamis ve bakteriyel proteomda kontrol dis1 global bir
biyotinilasyon olmustu. Benzer bir durumun MCF-7 hiicre hatlarinda da meydana
gelebilecegi olasilig1 géz oniine alindi. Her ne kadar biiylime ortamina dogrudan biyotin
konulmasa da endoplazmik retikulum, golgi ve PM’de yer alan aktif TurbolD enziminin
besiyerindeki minimal diizeydeki biyotini de kullanarak bu hiicre kompartmanlarinda
proteinlerin kontrolsiiz bir sekilde biyotinilasyonuna neden olabilecegi ve bu durumun hiicre
metabolizmasini etkileyerek hiicresel toksisite olusturabilecegi diistintildii. Biyotinin bu
etkisinin olup olmadigimin gozlenebilmesi i¢in transfeksiyon sonrasi yedinci giinde MCF-7
(pDisplay-TurbolD-TM) hiicrelerin bulundugu besiyeri ortamima 50 mM biyotin eklenerek
24., 48. ve 72. saatlerde biyotinilasyon diizeyleri ve bu durumun hiicre morfolojisi
tizerindeki etkisi IF mikroskopi analizleri ile belirlendi. Yapilan analizler sonucu 48. saate
kadar biyotinilasyonda artis oldugu ve sonrasinda kismi bir azalmanin gergeklestigi, bununla
birlikte zaman ilerledik¢e hiicrelerde biyotinilasyon profilinin degistigi ve noktasal

birikimler gosterdigi belirlendi. Ayn1 zamanda 48. saatten baslayip 72. saate uzanan zaman
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dilimi igerisinde morfolojik degisikliklerin ve ¢ekirdek bozulumlarinin oldugu gézlemlendi
(Sekil 4.35).

Streptavidin-
DAPI TexasRed Birlestirilmis

--
--

24, saat 48. saat 72.saat

48. saat 24. saat

72.saat

Sekil 4.35. MCF-7 pDisplay-TurbolD-TM hiicrelerinde 50 mM biyotin eklenmesi sonrasi
sonrasi 24., 48. ve 72. saatlerde biyotinilasyon aktivitelerinin IF analizleri ile gosterilmesi.

Hiicrelerde endojen olarak iiretilen TurboID’nin etkisi tez kapsaminin disinda yaptigimiz
baska bir ¢alismada agik bir sekilde gosterildi. Calismada MCF-10A hiicrelerinde TurbolD
enzimin endoplazmik retkulum {izerinden {iretiminin saglanabilmesi ig¢in pDisplay-
TurbolD-KDEL plazmiti kullanildi. MCF-10A hiicrelerine yapilan transfeksiyon ve se¢ilim
stireglerinde tiretilen TurbolD enziminin zaman igeride endoplazmik retikulum yapisinda
vakuolizasyona, hiicrelerin biiylimesinin yavaglamasina ve hiicre morfolojisinde
genislemeye neden oldugu goriildii. Ayn1 zamanda endoplazmik retikulum da meydana
gelen yiiksek biyotinilasyon enzimin biyotin olmadan da besiyerindeki biyotini kullanarak

endoplazmik retikulum igerisindeki proteinleri etiketledigi gézlemlendi (Sekil 4.36).
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Anti-Myc Streptavidin-Texas
DAPI FITC Red

MCF-10A =
pDisplay-TurbolD -KDEL

L

Endoplazmik retikulumda meydana gelen vakuolizasyon ve bozulumlar

Sekil 4.36. pDisplay-TurbolD-KDEL plazmiti aktarilmis MCF-10A hiicrelerinde {iretilen
TurbolD enziminin endoplazmik retikulum ve hiicre morfolojisi iizerindeki etkisi.

Tez kapsaminda yaptigimiz ¢alismada temel amacimiz saglikli ve kanserli meme hiicre
hatlariin ~ yiizey proteomlarmin enzimatik biyotinilasyon yontemi kullanilarak
karsilastirilmasi ve biyobelriteg adaylarinin analiz edilmesiydi. Ancak TurbolD enziminin
hiicre igerisinde tretilip membran ylizeyine lokalizasyonunun saglanmasi ve sonrasinda
hiicre ylizey proteinlerinin biyotin ile isaretlenmesi siireglerinde yukarida da bahsedilen baz1
sorunlar ile karsilagildi. Plazmitlerin meme hiicre hatlarina transfeksiyonu ve koloni
se¢iminin uzun zaman almasi, aktif enzimin istenmeyen biyotinilasyonlara sebep olmasi ve
hiicre canliligi iizerinde olumsuz etkileri olmasi hiicrelerin proteomunu ciddi anlamda
etkileyecegi ve analizlerde yaniltici sonuglara neden olacagi ig¢in TurboID’nin hiicre
igerisinde tretilerek yapilan biyotinilasyon ¢alismasindan vazgegildi ve hiicre disi
biyotinilasyon yontemiyle HYP’lerinin biyotinilasyon siirecinin gergeklestirilmesine karar

verildi.

4.20. Biyotinilasyonu Oncesi Gliseroliin Uzaklastirilmasi ve Aktivite Tayini

HYP’leri biyotinile etmek i¢in enzimin {retimi gerceklestirilmis, gerekli

optimizasyonalar yapilmis ve enzim %210 gliserol igerisinde saklanmisti. Ancak yaptigimiz
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on calismalarda besiyeri ortamina %10 gliserollii tamponda saklanan TurbolD enzimi
eklendiginde hiicrelerin kisa bir zaman igerisinde dlmeye basladigi goriildii. Bu duruma
kiltlir ortamina yayilan gliseroliin neden oldugu ve hiicreler tizerinde toksik etki olusturdugu
belirlendi. Yapilan literatiir calismalarinda MCF-7 hiicreleri tizerindeki gliseroliin inhibe
edici dozunun %2-4 araliginda oldugu rapor edilmisti (Wiebe, J. ve Dinsdale, C. J., 1991).
YaptiZimiz biyotinilasyon calismalarinda ortamda bulunan gliserol oran1 %1’in altinda
olmasina ragmen toksik etki gosterdi. Bu nedenle enzimin hiicre kiiltiirlerinde kullanilmadan
once gliserolden arindirilmasi gerekmekteydi. Bu amagla cut-off limiti 2 kDa olan diyaliz
kasetleri kullanilarak enzim DMEM besiyerine karsi diyaliz edildi. Diyaliz 6ncesi ve diyaliz
sonrast TurbolD aktivitesinde herhangi bir degisim meydana gelip gelmediginin
belirlenmesi icin HeLa protein oOziitleri iizerinde analizler yapildi. Yapilan analizlerde

diyaliz isleminin enzim aktivitesini etkilemedigi gosterildi (Sekil 4.37).

Hela (20 pg) + + + - e
TurbolD enzimi - - + 4 s 4
Reaksiyon Tamponu - + + . +

Streptavidin
HRP

Diyaliz Diyaliz
oncesi sonrasl

Sekil 4.37. Enzim saklama tamponunda bulunan gliseroliin hiicre kiiltiiriinde kullanimi
oncesi uzaklastirilmasi i¢in yapilan diyaliz isleminin enzim aktivitesi iizerine olan etkisinin
incelenmesinin WB analizi yapilarak incelenmesi.

4.21. Hiicrelerin Kiiltiire Edildigi Ortamda TurboID’nin Zaman Icerisindeki
Aktivite Kaybinin ve Yikim Oranimin Belirlenmesi

Besiyerine eklenen TurbolD enziminde zamanla olusabilecek aktivite kayiplari ve enzim
degredasyonunun incelenmesi amaciyla yapilan deneyde ortama eklenen enzimin farkli
zaman slrelerindeki aktiviteleri ve yikim dereceleri incelendi. Bu amagla 0., 15., 30., 60. ve
90. dakika boyunca 37°C’de etiiv igerisinde besiyeri ortaminda bekletilen enzimler

kullanilarak, bu enzimlerin HeLa protein &ziitlerinin tizerindeki biyotinilasyon aktiviteleri
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Ol¢iildii. Yapilan western blot analizlerinde enzim aktivitesinde herhangi bir azalma
goriilmedi. Ayn1 zamanda enzim yikiminin belirlenmesi i¢in alinan 6rneklerle yapilan WB
analizlerinde protein seviyelerinde anlamli bir azalma olmadig1 ve protein yikimina dair

degredasyon iirlinlerin olusmadig1 gézlemlendi (Sekil 4.38).

Zaman (dakika): 0 15 30 60 90 0 15 30 60 90

. =—TurbolD
e

Streptavidin-HRP Anti-BirA

Sekil 4.38. TurbolD enziminin hiicre kiiltiirii ortaminda zaman igerisindeki aktivitesinin ve

yikim oraninin WB analizi ile incelenmesi.

4.22. Hiicre Yiizey Proteinlerinin TurboID Enzimi ile Biyotinilasyonu

Hiicre ylizey biyotinilasyon deneyleri yapilmadan 6nce TurbolD enziminin aktivitesi
tekrar olgiilerek kontrol edildi. Bu amagla HelLa protein 6ziitii kullanildi ve analizlerde
enzimin aktif oldugu ve protein oziitlerini yiliksek oranda biyotine ettigi belirlendi (Sekil
4.39). Sonrasinda hiicrelerin yiizey proteinlerinin biyotinilasyonu igin kiiltiir ortaminda
bulunan hiicrelerin {izerindeki besiyeri ¢ekildi, DMEM ve MEGM besiyerileri igerisinde
biyotinilasyon reaksiyonlar1 kuruldu ve hiicreler etiiv icerisinde 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda enzimin sergiledigi aktiviteyi gorebilmek icin ilk olarak besiyeri
ornekleri ile WB analizleri yapildi. Yapilan analizler sonucunda her 3 hiicre hattinin

bulundugu reaksiyon ortaminda enzimlerin aktif oldugu belirlendi (Sekil 4.39).
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DMEM / MEGM

Hela (20 ug) - ) % & (Reaksiyon Tamponu)
TurbolD enzimi + + o
i 0O AR 43N
Reaksiyon Tamponu -+ - + < N\(S’ N‘d “\(j

1 2 3 4 5 6 7 8
Reaksiyon 6ncesi Hucre kalttr ortami
enzim aktivitesi enzim aktivitesi

Sekil 4.39. HYP’nin biyotinilasyonunda kullanilan TurbolD aktivitesinin kullanim 6ncesi
WB analizi ile gosterilmesi (1-TurbolD, 2- TurbolD + biyotin, 3- HeLa protein 6ziitii (20
ug), 4- HelLa protein 6zt (20 pg) + TurbolD + Biyotin, 5- TurbolD, 6- MCF10A
biyotinilasyon reaksiyon iist sivi (DMEM), 7- MCF7 biyotinilasyon reaksiyon {ist sivi
(besiyeri) 8 - MDA MB 231 biyotinilasyon reaksiyon iist sivi (besiyeri)).

Reaksiyon siiresi sonunda hiicreler PBS ile yikanarak safsizliklar ve reaksiyon karigimi
uzaklagtirildi. Ardindan hiicreler RIPA lizis tamponu ile patlatilip protein Oziitleri elde
edildi. Konsantrasyonlar1 Bradford yontemi ile dl¢iilen protein oziitlerinden 20 pg alinarak

biyotinilasyonun dogrulanmasi i¢in WB analizleri gergeklestirildi.

MDA MB
MCF-10A  MCF-7 231

NK B NK B NK B

o ¥ .
Negatif K.. Biyotinilasyon :
-
— [
MCF-7 =
Negatif K. Biyotinilasyon
-
—
Ty ey Streptavidin HRP
MB MDA 231 »ﬁ;}? (— S
= = 8 — e w— e — Anti-Aktin
Negatif K.. Biyotinilasyon

NK: Negatif kontrol
B: Biyotinile protein 6ziitii (20ug)

Sekil 4.40. Hiicre hatlarinda TurboID enziminin kiiltiir ortamina eklenmesi ile yapilan hiicre
yiizey protein biyotinilasyonunun WB analizi ile dogrulanmasi.
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Yapilan analizlerde negatif kontrollerde biyotinilasyon gerceklesmezken enzim eklenen
biyotinilasyon gruplarinda her ii¢ hiicre hattinda da biyotinilasyonun gerceklestigi belirlendi
(Sekil 4.40).

4.23. Biyotinilasyonun IF Analizler ile Gosterilmesi

Yapilan IF analizlerinde TurbolD eklenmis deney gruplarinda negatif kontrol gruplarina

gore biyotinilasyon diizeyinde artis oldugu gozlendi (Sekil 4.41).

Streptavidin
TEXAS-RED DAPI Birlestirilmis

MCF-10A Negatif K.

MCF-10A + TurbolD

MCF-7 Negatif K.

MCF-7 + TurbolD

MDA MB-231 Negatif K.

MDA MB-231 + TurbolD

Sekil 4.41. MCF-10A, MCF-7 ve MDA MB-231 hiicre kiiltiirlerine eklenenTurbolD enzimi
ile yapilan HYP biyotinilasyonunun IF analizleri.

Bununla birlikte IF goriintiilerinde membran protein profilinin  andirmayan ve
sitoplazmasa dagilmig ve mitokondri dagilimma benzeyen daha zayif bir profil daha
gozlemlendi. Bunun nedeninin mitokondride bulunan dogal biyotinilasyon reaksiyonunun

olabilecegi olarak diisliniildii. Bu durum daha 6nceki denemelerimizde yapilan uzun siireli
1
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biyotinilasyon uygulamalarinda (50 mM biyotin, 16 saat) de daha net bir sekilde goriilmiistii.
(Sekil 4.42).

Streptavidin-TexasRed

Sekil 4.42. MCF-7 hiicreleri ile yapilan biyotinilasyon deneylerinde goriilen mitokondri
dagilimi benzeri profilinin IF goriintiileri. MCF-7 hiicrelerinin uzun siireli biyotinilasyon
reaksiyonuna tabi tutulmasi sonucu bu dagilim gézlemlenmistir. Biyotinilasyon derecesinin
belirlenmesi igin streptavidin-TexasRed ile yapilan IF analizleri sonucu mitokondrilerde
biyotinile protein miktarinda artig goriilmiistiir.

4.24. Biyotin ile Etiketlenen Proteinlerin Zenginlestirilmesi

Biyotinilasyon reaksiyonlarinin basarili bir sekilde gergeklestigi IF ve WB analizleri ile
dogrulandiktan sonra protein Oziitlerindeki biyotinile proteinlerin zenginlestirilmesi islemi
icin gerekli kosullarin optimizasyonu ile ilgili ¢alismalar gerceklestirildi. Zenginlestirme
icin gerekli optimizasyon caligmalart meme kanseri hiicre hatlarinden elde edilen protein
oOziitlerinin tiiketilmemesi adina biyotinile edilmis HeLa protein 6ziitleri ile gergeklestirildi.
Yapilan ilk denemelerde streptavidin kapli rezin kolonlar kullanildi. Ancak analizlerde
streptavidine baglanan biyotinin kopartilmasi ve proteinlerin eliisyonu, gerek iiretici
firmanin tavsiye ettigi eliisyon tamponu (0,1 M glisin-HCL pH: 2.2) ile gerekse de literatiir
caligmalarinda belirtilen ve biyotin i¢eren tamponlar ile (25 mM biyotin, 25 mM Tris-Cl
pH: 8.0) miimkiin olmadi (Sekil 4.43). Yapilan tim denemelerde streptavidin-biotin baginin

cok gii¢lii olmasindan dolay1 biyotinlenmis proteinler streptavidin rezinlere bagl kald.
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0.1 M glycine-HCl, pH 2.2 25 mM Biotin in 25 mM Tris-Cl pH:8.0

A B

o il
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Sekil 4.43. Streptavidin resinlere bagh biyotinile proteinlerin eliisyon denemelerinin WB
analizleri. A) Uretici firmanimn tavsiye ettigi eliisyon tamponu ile yapilan eliisyon B)
Literatiirde bulunan ve biyotin igeren eliisyon tamponu (EK-3, Cheah ve Yamada, 2017). )
ile yapilan eliisyon (1- Hela Crude exract biyotinilasyon, 2- Flow T., 3-Eliisyon, 4-15 dk. 1.
elisyon, 5-15 dk. 2. eliisyon, 6- 30 dk. 1. eliisyon, 7- 30 dk. 2. eliisyon, 8- 15. dk. yikama,
9- 30 dk. yikama 10- 15. dk. rezin, 11- 30 dk. rezin).

Literatiir caligsmalar1 incelendiginde bu sorunun sikca goriildiigii ve biyotinin streptavidin
proteininden ayrilmasi i¢in kolon eliisyon tamponuna eklenen serbest biyotin molekiiliiniin
yani sira yiiksek sicaklik ve SDS uygulamalariin gerekli oldugu belirlendi. Ayn1 zamanda
biyotinlenmis proteinlerin zenginlestirilmesi i¢in sabit ylizey materyali olan rezin yerine
manyetik boncuklarin tercih edildigi goriildii. Bunun en temel sebebi eliisyon i¢in yiliksek
sicaklik degerleri gerektiginden rezinin bu sicakliklarda yapisinin bozulmasidir. Bu
nedenlerden dolayi rezin yerine streptavidin kapli manyetik boncuklar (Pierce, USA)
kullanilarak zenginlestirme islemi gergeklestirildi. Bu dogrultuda yaptigimiz c¢alismada
biyotinlenmis proteinlerin manyetik boncuklardan eliisyonu igin 30 mM biyotin, 300 mM
NaCl, %2’lik SDS ve 25 mM TrisHCI (pH: 7.4) iceren eliisyon tamponu kullanildi. Yapilan
elisyon iglemleri oda sicakligi ile 72 ve 95°C sicakliklarinda test edildi. Gergeklestirilen
WB analizi sonucu eliisyonun sadece 30 mM biyotin, 300 mM NaCl ve %2 SDS igeren 25
mM TrisHCI (pH: 7,4) tamponunda, 95°C’de 10 dakika bekletildiginde biyotinin
streptavidin kolondan ayrilmasinin gergeklestigi belirlendi (Sekil 4.44).
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Eltsyonlar Boncuklarda kalan

Sekil 4.44. Biyotinile proteinlerin streptavin kapli manyetik boncuklardan SDS, biyotin ve
1s1 yardimiyla eliisyonunu gosteren western blot analizleri (1- 30 mM biyotin +%2 SDS (oda
sicaklig), 2-30 mM biyotin + %2 SDS 95°C-10 dk., 3-30 mM biyotin 72°C , 5 dk., 4- 30
mM biyotin 72°C , 15 dk., 5- 30 mM biyotin 95°C, 5 dk., 6- 30 mM biyotin 95°C , 15 dk).

4.25. Biyotinile Edilmis Protein Oziitlerinden HYP’lerinin Zenginlestirilmesi ve
Dogrulanmasi

Biyotin ile etiketlenen HelLa proteinlerinin streptavidin kapli manyetik boncuklara
baglanma ve eliisyonlart i¢in gerekli kosullarm belirlenmesinden sonra Sekil 4.40°da
biyotinilasyonlar1 dogrulanan Orneklerimizin zenginlestirme islemleri gerceklestirildi.
Zenginlestirme isleminin dogrulanmasi i¢in ise ilk olarak elde edilen 6rnekler kullanilarak
glimiis boyama ve WB analizleri yapildi. Yapilan giimiis boyama analizlerinde biyotinile
protein oziitleri ile yapilan zenginlestirmenin basarili oldugu ve negatif kontrollere kiyasla
biyotinile 6rneklerin streptavidin kolondan elde edilen eliisyon fraksiyonunda daha yogun
protein oldugu belirlendi. Negatif kontrollerde zayifta olsa protein bantlarinin gériilme
nedeninin streptavidin proteinlerinin biyotin molekiilii disinda farkli proteinleri de
baglayabilmesinden ve manyetik boncuklarin yiiklii protein gruplart ile olan
etkilesimlerinden kaynaklanabilecegi diistiniildii. Manyetik boncuklara baglanan ve
elisyonu gergeklestirilen proteinlerin gercekten biyotin ile etiketlenmis proteinler olup
olmadiklarinin anlagilmas: i¢in yapilan WB analizlerinde, biyotin etiketli proteinlerin
zenginlestirildigi dogrulandi. Negatif kontrol orneklerinin giimiis boyama analizlerinde
gozlemlenen proteinlerin biyotin isaretli olmadigi, manyetik boncuklar: veya streptavidine
baglanabilen hedef dis1 proteinler olduklari belirlendi (Sekil 4.45 A).

Calismamiz  kapsaminda temel hedefimiz membran proteinleri oldugundan

zenginlestirilen ~ 6rneklerde membran  proteinlerinin = varliginin =~ belirlenmesi ~ ve
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zenginlestirmenin verimli bir sekilde gergeklestiginin gosterilmesi amaciyla membran
proteinleri i¢in bir markdr 6zelligi tastyan Na-K ATPase proteininin varligini1 géstermek igin
WB analizleri yapildi. Analizler sonucunda her grupta farkli olmakla birlikte membran
proteinlerinin zenginlestirildigi fraksiyonlarda Na-K ATPase miktarinin yiiksek oranda
arttig1 gosterildi. (Sekil 4.45 B).
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Sekil 4.45. Hiicre yiizey proteinleri biyotinile edilen saglikli ve kanserli meme hiicrelerinde
streptavin kapli manyetik boncuklar ile yapilan zenginlestirme sonrasinda gerceklestirilen
dogrulama ¢alismalari. (A) Zenginlestirilen proteinlere ait glimiis ile boyanmis SDS-PAGE
jelleri ve ilgili WB analizleri (1-HYP’leri biyotinile edilen hiicrelere ait protein oziitleri, 2-
Manyetik boncuklara baglanmayan proteinler, 3- Zenginlestirilmis proteinler, 4- Biyotinile
olmayan hiicrelere ait protein oOziitleri (Negatif Kontrol), 5- Manyetik boncuklara
baglanmayan proteinler (Negatif Kontrol), 6- Zenginlestirilmis proteinler (Negatif
Kontrol)). (B) Hiicre yiizey proteinlerinin biyotinilasyon yolu ile zenginlestirildiginin
dogrulanmasi amacli yapilan Na-K ATPase protein miktarin1 gosteren western blot analiz
sonucu (1- HYP’leri biyotinile edilen MCF-10A hiicrelere ait protein o6ziitleri, 2- MCF-10A
manyetik boncuklara baglanmayan proteinler, 3- MCF-10A zenginlestirilmis proteinler, 4-
HYP’leri biyotinile edilen MCF-7 hiicrelere ait protein oziitleri, 5- MCF-7 manyetik
boncuklara baglanmayan proteinler,6- MCF-7 zenginlestirilmis proteinler, 7- HYP’leri
biyotinile edilen MDA MB 231 hiicrelere ait protein o6ziitleri, 8- MDA MB-231 manyetik
boncuklara baglanmayan proteinler, 9- MDA MB-231 zenginlestirilmis proteinler).
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4.26. nLC-MS/MS Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Zenginlestirilen biyotinile protein ornekleri tripsin ile kesildikten ve peptit
konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra, protein tamimlama ve kuantifikasyonlarmin
yapilabilmesi i¢in LC-MS/MS analizlerine tabi tutuldu. Analiz sonucu elde edilen ham
veriler Proteome Discoverer 2.5 programi kullanilarak degerlendirildi.

Insan referans proteomu ile yapilan karsilastirmali analizlerden toplam 964 adet protein
tanimlandi. Bu proteinlerin 277 tanesi PM proteinlerini, 157 adeti hiicresel baglant1 ve
ekstraseliiler matriks proteinlerini ve 355 tanesi de ekstraseliiler boslukta yer alan proteinleri
kapsamaktadir. Ug protein grubunun ortak kiimesi olusturuldugunda ise toplamda 964
proteinin 471 tanesinin biyotinilasyonunu hedefledigimiz hiicre yiizeyi ve hiicre disinda yer
alan proteinler oldugu belirlendi (Sekil 4.46 A).

Sonuglarin insan plazma protein bankasinda taranmasi ile toplamda 330 adet protein
tanimlandi. Bu proteinlerden 138 tanesinin hiicresel baglanti ve ekstraseliiler matriks
proteinleri oldugu ve 189 tanesinin de ekstraseliiler boslukta yer aldig: belirlendi (Sekil 4.46
B).

Her iki veri bankasindan gelen veriler birlestirildiginde toplamda 1112 adet proteinin
tanimlandig1 ve bunlarin yaklasik %60’1n1 kapsayan 642 proteinin hedeflenen bolgede
oldugu belirlendi. Belirlenen 642 proteinin 425 adetinin PM proteinleri oldugu goriildi
(Sekil 4.46 C, D). Elde edilen karsilastirmali analizler sonucunda 194 adet plazma proteinin
hiicre gruplar1 arasinda anlamli farkliliklar gosterdigi belirlendi. Protein analizlerinde geriye
kalan %40’lik kesimde yer alan proteinlerin ¢ogunun ise Mitokondri, Endoplazmik
Retikulum, Golgi ve Niikleus gibi diger membranlarda bulundugu goriildii. (Sekil 4.46 A,
B). Bununla birlikte protein ekspresyon profillerinin hiyerarsik siniflandirmasi ile yapilan
1s1 haritalarinda MCF-10A ile kanser hiicre hatlar1 olan MCF-7 ve MDA MB-231 hiicre
hatlarinin birbirlerinden ayristiklar1 gorildi (Sekil 4.46 E).
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Sekil 4.46. nLC-MS/MS analizleri sonucunda tanimlanan biyotinile proteinlerin
lokalizasyonlarmin analizi (A) Insan referans veri tabani kullanilarak yapilan analizler
sonucu belirlenen proteinlerin dagilimi. (B) insan plazma veri tabam kullanilarak yapilan
analizler sonucu belirlenen proteinlerin dagilimi (C) Insan referans ve plazma veri tabanlar
kullanilarak elde edilen hedef bolgelere ait proteinlerin karsilastirilmali analizi (D) Analizler
sonucu elde edilen toplam protein sayilarinin dagilimi (E) Insan referans ve plazma veri
tabanlarinin analizleri sonucu tanimlanmis proteinlerin ifade diizeylerindeki farkliliklar

kullanilarak olusturulmus 1s1 haritalari.

4.27. nLC-MS/MS Sonuclarinin Dogrulanmasi
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NLC-MS/MS sonuglart ile elde edilen verilerin dogrulanmasi amaci ile ifade farklilig
gosteren 194 adet proteinden iki tanesi se¢ildi. Bu proteinler sirast ile VDACL (Voltaj-
bagimli anyon-selektif kanal proteini-1) ve N-Kaderin proteinleriydi. Bu proteinleri taniyan
antikorlar kullanilarak WB analizleri gergeklestirildi. Elde ettigimiz sonuglar WB
deneylerinde gozlemlenen protein ifade degisimlerinin NLC-MS/MS analizlerinde
gozlemlenen degisimler ile benzer oldugunu gosterdi (Sekil 4.47 A). nLC-MS/MS
analizlerinde MCF-10A’ya gore kanser hiicrelerinde protein miktarinda ciddi azalma
goriilen VDAC proteininin benzer azalmay1 WB analizlerinde de sergiledigi goriildii. Benzer
sekilde kalsiyum bagimli adezyon molekiilii olan N-Kaderin proteini nLC-MS/MS
analizlerinde sadece saglikli hiicre hatti olan MCF-10A hiicre protein oOziitlerinde
tanimlanabilmisti. Yapilan WB ¢alismalarinda bu durumu dogrulayan sonuglar elde edildi

ve sadece MCF-10A hiicre hatlarinda protein bantlar1 gézlemlendi (Sekil 4.47 B).

A Negatif kontrol Biyotinile B Negatif kontrol Biyotinile

=
[}

protein 6zitl protein 6zti protein 6zltl protein ozt T:’r
V_ ) Anti-CDH2 | &
» - — e Anti-VDACT S - (N-Kadherin) %

S — - e e Anti-Aktin o— Anti-Aktin c
9]

Mor., Mor M0, Mer Mox Mo, Mer. . Mer Mo, Mee Mo Mo, o
R/ o, 7, > 4 R, KR, r ) Kk 04 9

% Y, 5 04 e, 5, 04 Y., 4, % Y. 2, =

"
o
)

IS G
sn S _
E‘s 7 = 3839874 H
516 = o
Y14 ] 5 g
,§,w: E ,§13 2
=10 =
o [ = v
3
22 ] B2 é
St ] > <
54 oy g
O 2 1201 512615 [ z
& o 8- 0] :
KoY M0, Mex M, Mo,
> Y, / ~> Wy,
8. (2] 8.
23/ 2‘?/

Sekil 4.47. VDACL1 ve N-Kadherin proteinine ait sonuglarin WB analizi ile dogrulanmasi.
Negatif kontrol: 4.22’de agiklanan ve HYP’lerinin zenginlestirilmesinde kullanilan ve enzim
ile muamele edilmeyen hiicre gruplari.

4.28. nLC MS/MS Sonuclarimin Degerlendirilmesi ve STRING Analizleri

Analiz edilen ve gruplar arasinda anlamli ekspresyon farklilig1 gosteren ¢ok fazla protein
belirlendiginden, proteinlerin daha dogru degerlendirilebilmesi igin 9 farkli grup
olusturuldu. Olusturulan gruplara ait proteinler STRING analizine tabi tutularak hangi
biyolojik siireclerde rol oynadiklari ve molekiiler fonksiyonlarmin neler olduklar

degerlendirildi (Sekil 4.48).
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Grup Protein Profili Biyolojik Proses Molekiiler Fonksiyon
- Strese yanit - Protein baglanmasi
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Sekil 4.48. Diizeylerinde farklilik tespit edilen proteinlerin gruplandirilmas: ve STRING

analiz sonuglari.

dtlizenlenmesi
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5. TARTISMA

Kadinlar arasinda en yaygin kanser tiirii olan meme kanseri, kansere bagli 61iim nedenleri
acisindan diinya genelinde ikinci sirada yer almaktadir ve her yil milyonlarca insanin
hayatina mal olmaktadir (GLOBOCAN, 2022). Erken dénemlerde cerrahi miidahaleler ile
tedavisi gergeklestirilebilen meme kanserleri, ilerleyen evrelerde ise kemoterapi, radyoterapi
ve hormon temelli yaklagimlar ve immiinoterapi gibi yontemler kullanilarak tedavi edilmeye
calisilmaktadir. Erken evrelerde belirlenen meme kanserlerinin tedavi ve sag kalim oranlari
neredeyse %100’e yakin iken ge¢ donemde bu oran olduk¢a azalmaktadir (Waks ve Winer,
2019). Kanserin erken tanis1 genellikle takip durumunda olan bireylerde gergeklesmektedir.
Oysaki bu oran diinya genelinde yeteri kadar yiiksek degildir. Ozellikle orta ve diisiik
gelismislik diizeyine sahip toplumlarda olanaklarin kisitli olusu ve bu konudaki bilinglilik
diizeyinin az olmasi meme kanserinin erken dénemde yakalanmasini giiclestirmekte,
hastalara genellikle 2., 3. ve 4. evrelerde teshis konulabilmektedir. Bu durum tedavi
stireglerini zorlastirmakta ve sag kalim oranlarini da ciddi anlamda diistirmektedir.

Gilniimiizde birgok kanser tiriiniin teshis ve tedavilerin de karsilasilan en biiyiik
sorunlardan birisi hastaligin erken tanis1 ve hedeflenmesi i¢in kullanilabilecek 6zgiin
biyobelirteglerin ve molekiillerin bulunmamasidir (Karaosmanoglu Yoneten ve ark, 2022).
Bu durum kanser teshisinin erken donemde yapilabilmesi i¢in ciddi sorun olusturmakta,
siirecin dogru bir sekilde takip edilememesine neden olmakta, kanser alt tiplerinin tam olarak
ayrilmasin1 ve tedavi stratejilerinin gelistirilmesini zorlagtirmakta ve kanserli hiicrelerin
hedeflenebilmesinin 6niine gegmektedir. Biyobelirteglerin belirlenmesi i¢in kanser hiicreleri
tizerinde yapilan aragtirmalar yillardir artarak devam etmektedir. Ancak tiim teknolojik
ilerlemelere ve arastirmalara ragmen verimli sekilde kullanilabilen biyobelirteg sayisi
oldukca kisithdir. Ayrica bu biyobelirteglerin 6zgiinliikleri konusunda da ciddi sikintilar
yasanmaktadir (Karmakar ve ark., 2022). Benzer durum meme kanseri iginde gegerlidir.
Ozgiin biyobelirteclerin olmamasi, meme Kanseri alt tiplerine neden olan mekanizmalarinin
tam olarak anlasilamamasina, karakteristik oOzelliklerin net bir sekilde ortaya
konulamamasina ve tedavi stratejilerinin dogru bir sekilde gelistirilip uygulanamamasina yol
acmaktadir.

Meme kanserleri i¢in tam anlamiyla bir smniflandirma sistemi mevcut degildir.

Histopatolojik olarak bakildiginda meme kanserleri invaziv duktal ve invaziv lobular
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karsinoma olarak iki ana gruba ayrilmaktadir (Li ve ark., 2020). Ancak bu siniflandirma
kaynaklanma bolgeleri ayni olsa bile molekiiler 6zellikleri oldukga farkli olabilen kanser
tiirleri oldugundan dolay1 yetersizdir. Dolayisiyla bu kanserlerin gelisim siiregleri, tedavi
yanitlar1 ve hayat kalitesine olan etki diizeyleri farkli olmaktadir. Meme kanserinin
molekiiler diizeyde siniflandirmasi daha giivenilir olmakla birlikte burada da kisitlamalar
mevcuttur (Tsang ve Tse, 2019 ). Genel olarak 4strojen ve progesteron hormon reseptorleri
temel alinarak yapilan siniflandirmada; luminal A, luminal B, Luminal B-like HER2+,
TNBC (triple-negative breast cancer) ve HER2-enriched olmak {izere 5 smif
olusturulmustur. Ancak bu siniflandirmada yeterli goriilmediginden bu gruplara ait alt
simiflandirmaya ihtiyag duyulmustur. Tiim bu karmasa, hem kanser hiicrelerinin farkli
genetik ve molekiiler degisimleri tasimasindan hem de smiflandirma da kullanilan
molekiillerin 6zgiinliigliniin olmamasindan kaynaklanmaktadir. Benzer durum tedavi
stireglerinde de karsimiza ¢ikmaktadir. Giiniimiizde meme kanseri tedavilerinde genellikle
ER ve PR, HER2, PD-L-1ve fosfatidilinositol-4,5-bifosfat 3-kinaz katalitik alt birim alfa
(PIK3CA) gibi reseptor proteinleri hedeflenmektedir (Padmanabhan ve ark., 2020). Ancak
bu molekiiller sadece meme kanserine 6zgiin degildir. Dolayisiyla yapilan tedaviler saglikli
dokular1 da ciddi bir bi¢gimde olumsuz etkileyebilmekte ve pekgok farkli yan etkiler
olusturmaktadir. Ayni zamanda bu proteinleri hedef alan ilaglar (tucatinib, sacituzumab ve
pembrolizumab gibi) oldukca pahalidir. Ornegin tucatanib, meme kanserinde kullanilan
ilaglardan biridir ve aylik tedavi masrafi yaklasik 18.000 $ diizeyindedir. Ayrica bu ilaglar
kombine olarak kullanildigindan tedavi igin olusan maliyet katlanarak artmaktadir. Tim
durumlar birlikte degerlendirildiginde 6zgiin biyobelirteclerin belirlenmesi ve bunlarin etki
mekanizmalarinin aydinlatilmast daha 6zgiin, kolay ulasilabilir ve verimli teshis ve tedavi
yaklagimlarinin gelistirilmesi ve ¢ok yiiksek olan mali yiikiin azaltilmasi i¢in oldukca
onemlidir.

Biyobelirte¢ ¢alismalarinda daha 6nce de bahsettigimiz gibi en ¢ok hedeflenen protein
gruplarinin basinda HYP’ler gelmektedir. HYP’ler biyobelirte¢ ¢calismalari igin her ne kadar
degerli bir kaynak olustursada, bu degerli kaynaga erismek kolay degildir. Transmembran
bolgelerinin hidrofobik olmasi, lipid icerigi ve miktarsal olarak hiicrede az bulunmalar1 bu
proteinlerin etkili bir sekilde zenginlestilmelerini, tanimlanmalarini ve analiz edilmelerini
zorlastirmaktadir. Bu sorunlarin asilmasi i¢in hem akademik diinyada hem de 6zel firmalarca
ciddi ¢aligmalar yapilmaktadir. Yine de bu sorunlar tam anlamiyla ¢oziilememistir. Pratikte

genellikle kullanilan; densite gradyan santrifiigasyonu, kromotografi temelli yaklagimlar,
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kimyasal biyotinilasyon, deterjan uygulamalari gibi yontemler kismen basarili olsa da,
membran proteinlerinin izolasyonunda ve karsilastirilmali analizlerde ciddi eksiklikler
barindiran yontemlerdir. Bu nedenle bu tez ¢alismasi kapsaminda biyobelirte¢ arastirmasi
yapilirken karsilastirmali analizlere uygun, hiicre metobolizmasina etkisi minimal diizeyde
olan ve membran proteinlerinin yiiksek oranda zenginlestirilebilecegi yeni bir yaklagim
gelistirilmesi hedeflenmistir. Gelinen nokta itibar1 ile istenilen hedeflere ulasilmis
bulunulmaktadir.

Bu tez kapsaminda yapilan calismalar sirasinda HYP’lerin zenginlestirilmesi ve
tanimlanmasi i¢in kiiltiir ortamina saf TurboID enziminin eklenmesi ve bu yolla HYP’lerin
biyotin ile etiketlenmesi ve sonrasinda streptavidin boncuklar araciligi ile zenginlestirilmesi
basarili bir sekilde gerceklestirildi. Ayrica biyotinlenen proteinlerin zenginlestirme
stirecinde streptavidin ile hizli ve gii¢lii bag kurabilmesi zenginlestirme deneyleri sirasinda
hem safsizliklarin uzaklastirilmas: hem de giiclii ¢oziiciilerin kullanilmasini miimkiin kildu.
Ayni zamanda streptavin ile biyotin arasindaki bagin iyonik bir bag olmamasindan dolay1
herhangi bir enzimatik ya da kimyasal siirece ve ek asamalara da ihtiya¢ duyulmadi. Bu ve
benzeri asamalardan kaynaklanabilecek safsizliklarin ve protein kayiplarinin Oniine
gecilmesi bu tez calismasinda gelistirilen yaklagimin literatiirdeki yaklasimlara gore ciddi
avantajlar1 arasinda sayilabilir.

Literatiirde yapilan ¢aligmalarda kimyasal biyotinilasyonun tercih edilme sebebi hizli ve
basit olusundan kaynaklanmaktadir. Ancak kimyasal olarak modifiye edilmis biyotin, hiicre
icerisine girebildiginden ve reaksiyonun durdurulmasi i¢in belirli bir zaman gerektiginden
dolay1 istenmeyen bolgelerde de proteinlerin biyotinile edilmesi s6z konusudur ve bu durum
kimyasal biyotinilasyonun en biiyiik limitasyonlarindan biridir. Bu tez ¢aligmasi sirasinda
0zglin olarak membran proteinleri hedeflendiginden dolay1 kimyasal biyotinilasyon yerine
daha yavas ancak kontrol edilebilir ve kimyasal biyotinilasyona gore hiicre metabolizmasi
tizerindeki negatif etkinin ¢ok daha az oldugu enzimatik biyotinilasyon metodu kullanildi.

Calisma tasarlanirken TurbolID enzimi ile HYP’lerin biyotinilasyonun yapilabilmesi i¢in
iki farkli yaklasimin kullanilmasi kararlastirildi. 11k yaklasimda Tess C. Branon ve Alice
Ting’in 2018 yilindaki ¢aligmalarinda yaptiklar1 gibi enzimin hiicre igerisinde iiretilerek
hiicre membranina yerlestirilmesi ve boylece ylizey proteinlerinin biyotin ile isaretlenmesi
hedeflendi. Bu amagla Tess C. Branon ve Alice Ting tarafindan bizlere hediye olarak
gonderilen ve TurbolD enzimi pDisplay-TM-TurbolD vektorii kullanildi.  Yapilan

transfeksiyon iglemi sonrasinda tek hiicre koloni se¢imi ve stabil hiicre hatlarinin {iretim
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caligmalari gerceklestirildi. Ancak bu galismalarda ciddi sikintilar yagsandi. Koloni se¢iminin
baglangicinda poliklonal koloniler ile yapilan analizlerde hiicre dis yiizeyinde TurbolD
iretimi IF ve WB analizleri ile dogrulanmasina ragmen monoklonal stabil hiicre hatlar
olusturulamadi. Yapilan c¢alismalarda plazmit transfeksiyonun hemen sonrasinda
TurboID’nin (ilk 5 gilin) verimli bir sekilde tiretilip hiicre membranina yerlestigi ancak
sonraki zamanlarda hiicre icerisine dagildigi, hiicre biiyiimesini etkiledigi ve endoplazmik
retikulum tizerinde stres olusturdugu goriildii. Bu durumun aktif enzimin ortamdaki minimal
diizeydeki biyotini kullanarak endoplazmik retikulum, Golgi ve hiicre membran1 gibi
bolgelerde protein biyotinilasyonuna yol agtig1 ve bu modifikasyonunda proteinlerin aktivite
ve/veya yapilarinda degisimlere neden olmasindan kaynaklandigi disiiniildii. Hiicre ici
yolakarin kullanildigi bu yaklasimin hiicre metabolizmasini etkiledigi goriildiigiinden bu
yontemin karsilastirma amagli kullanilmasinin sonuglari hatali yorumlamamaiza yol agacagi
kanisina varildi. Ayrica transfeksiyon sonrasi kurulan biyotinilasyon reaksiyonu sirasinda
endoplazmik retikulum ve Golgi gibi hiicre i¢i kompartmanlarda membrana yollanmak tizere
sentezlenen TurbolD’nin halihazirda ortamda bulunmasindan 6tiirii ¢ok hizli bir sekilde
cevresindeki proteinleri de biyotinile edecegi ve dolayisiyla zerginlestirilen membran
proteomu i¢in safsizlik olusturabilecegi diisiiniildii. Bu nedenle ¢alismamizda karsilastirma
yapma amagl gerceklestirilmesi planlanan hiicre i¢i yolaklarin kullanilarak membran
proteinlerinin biyotinile edilmesi yaklagiminin kullanilmasindan vazgeg¢ildi.

HYP’lerin zenginlestirmesinde kullanilan ikinci yaklasimda ise TurbolD enzimi
bakterilerde {iretilip saflastirildi ve enzim aktivitesi Olgilildiikten sonra hiicre kiiltiiriine
eklenerek biyotinilasyon reaksiyonlar1 gergeklestirdi. Enzimin bakteri hiicrelerinde
tiretilmesinde fakli sorunlar ile karsilasildi. Karsilasilan ilk sorun bakteri hiicrelerinde
iiretilen TurboID enziminin bakteriler icin toksik etki olusturmasiydi. Uretilen enzimin aktif
olmasi ve ortamda bazal seviyede de olsa biyotin bulunmasindan dolayr enzim, bakteri
proteinlerini biyotinile etmekte ve bunun sonucunda metobolizmasi etkilenen bakterilerin
tireme hizlar da yavaslamaktaydi. Karsilagilan bu sorunu ¢6zmek i¢in biyotin icermeyen
modifiye besiyeri kullanildi. Yapilan analizlerde modifiye besiyerinde biyotinilasyon
diizeyinin ciddi anlamda azaldig1r goriildii. Ancak modifiye besiyeri ortaminda iiretim
kapasitesinin de olumsuz anlamda etkilendigi belirlendi. Ayn1 zamanda modifiye
besiyerinde bakteri pasaj sayisi ilerledikge tiretilen TurboID enzim miktarinda azalmalar
oldugu goriildii. Bakteriyel iiretimde karsilasilan ikinci zorluk ise TurbolD enziminin BirA

proteinine kiyasla ¢cokme egilimi gostermesiydi. Yapilan analizler iiretilen enzimlerin biiyiik
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bir kisminin iiretim esnasinda hiicre igerisinde ¢oktiigiinii gosterdi. Bu durumun asilmasi igin
farkli sicakliklarda tiretim, IPTG konsantrasyonunun azaltilmasi ve daha siki promotdr
aktivitesi gosteren E. coli suslarmin kullanimu gibi farkli alternatifler denendi. Optimizasyon
caligmalar1 sonras1 TurbolD {iretimi i¢in en uygun sicakligin 25-30°C arasinda oldugu, IPTG
konsantrasyonunun ise 0,1 mM olmasi gerektigi goriildii. Ancak yapilan tiim optimizasyon
caligsmalarina ragmen iiretilen enzimin 6nemli bir kismi iiretim esnasinda ¢cokmeye devam
etti. Elde edilen proteinler kullanilarak yapilan saflastirma islemlerinde ise beklenmedik bir
sekilde BirA enzimi Ni-NTA kolonlara baglanirken, TurboID enzimi kolona baglanmadi.
Hem ¢6ziiniirliik sorununun hem de eliisyon problemlerinin agilmasi i¢in TurboID gen
bolgesi pMAL C4X vektorii igerisine klonlarak, enzim MBP ile birlikte iiretildi. Yapilan
tiretimde TurboID enzminin ¢oziiniirliiliigi His etiketli TurbolD’ye kiyasla artig gosterdi.
Ancak MBP etiketli TurbolD enziminin saflastirilmasi esnasinda eliisyon 6rneklerinde
kirlilik sorunlar1 yagsandi ve TurbolID enzimi istenilen diizeyde saf olarak elde edilemedi. Bu
sorunu asabilmek i¢in TurboID enziminin daha saf olarak elde edilebildigi His etiketli
formda tiretilmesine karar verildi ve saflastirllma asamalarinda karsilasilan problemlerin
¢oziimiine yogunlagildi. Onciil deneylerde kazandigimiz tecriibeler Ni-NTA kolona
baglanmama sorunlarinin genellikle His etiketinin proteinin 3 boyutlu yapis1 icerisindeki
konumundan kaynaklandigina isaret etmekteydi. His etiketli BirA enziminde protein N-
terminal ucunda bulunurken, TurbolD enziminde C-terminal bélgede konumlanmaktadir.
Ancak yapilan 3 boyutlu yap1 analizlerinde iki farkli ugta konumlanan His etiketlerinin
proteinlerin ylizeye acik noktalarinda konumlandigimmi ve sterik olarak baglanmayi
etkileyecek herhangi bir engelin olmadig1 goriildii. Baglanma sorununun ¢oziimiine yonelik
yapilan ¢aligmalarda bu durumun ilging bir sekilde ortamdaki deterjan igeriginden
kaynaklandig1 belirlendi. TPER igerisindeki deterjaninin belirli bir seviyenin altina diismesi
ile C-terminaldeki His etiketinin proteinin yiizeyine yaklastig1 ve bu etkinin nikel atomlarina
baglanmay1 engelledigi diisiiniildii. Yapilan ¢calismada TPER/Baglanma tamponu oraninin
Ya ‘0 gecmemesi gerektigi, aksi halde TurbolD’de bulunan His etiketinin nikel atomlar1 ile
etkilesmedigi belirlendi.

Uretimi ve saflastirilmas1 yapilan MBP ve His etiketli TurboID ve etiketsiz TurbolD
enzimleri ile yapilan Onciil analizlerde, enzimin yiiksek derecede biyotinilasyon aktivitesi
sergiledigi belirlenmisti. Ancak zaman igerisinde enzim aktivitesinde azalmalar meydana
geldigi gézlemlendi. Enzim aktivitesinin korunmasi i¢in 6ncelikle en uygun lizis tamponu

belirlenmeye ¢alisildi. Hem aktivitenin korunmasi hem de protein eldesi agisindan yapilan
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degerlendirmede en verimli tamponun TPER oldugu belirlendi. Protein 6ziitli ve saflagtirma
islemlerinde enzim aktivitesinin korunmasi i¢in ortama gliserol eklenmesi yapildi ve ortama
%10 gliserol varliginda enzimin aktivitesini uzun siire koruyabildigi gézlemlendi. Ancak
gliseroliin hiicreler {izerinde toksik etkisi oldugu i¢in enzim, kiiltiir ortamina eklenmeden
once gliserol diyaliz yapilarak ortamdan uzaklastirildi. Gliseroliin uzaklastirilmasi igin
yapilan diyaliz isleminin enzim aktivitesinde herhangi bir azalmaya neden olmadig1 yapilan
aktivasyon analizi ile belirlendi.

Gliseroliin uzaklastirilmasinin ardindan TurbolD enzimi kullanilarak hiicre kiiltiirlerinde
biyotinilasyon ¢aligmalar1 gergeklestirildi. Yapilan hiicre kiiltlirii ¢aligmalarinda TurbolD
enziminin hiicre ortamina eklenmesi ile HYP’lerinin biyotinilasyonun gerc¢eklestigi hem IF
hem de WB analizleri ile dogrulandi. Biyotinile proteinleri diger proteinlerden ayirmak i¢in
yapilacak zenginlestirme islemleri Oncesi gergeklestirilen optimizasyon caligmalarinda
biyotin-streptavidin etkilesiminin ¢ok gii¢lii oldugu ve bu etkilesimi kirabilmek i¢in yiiksek
sicaklik ve SDS gerektigi belirlendi. Yiiksek sicakliklarin kullanilabilmesi igin rezin tabanli
kolon sistemleri sorun olusturacagindan, zenginlestirme islemi icin streptavidin kaplh
manyetik boncuklar kullanildi. Optimizasyon sonrasinda biyotinile ve kontrol gruplarina ait
protein oziitlerinin zenginlestirme islemi yapildi. Zenginlestirme sonrasi yapilan analizlerde
biyotinile proteinlerin verimli bir sekilde zenginlestirildigi gézlemlendi. Zenginlestirilen
proteinlerin igerisinde membran proteinlerinin varliginin gosterilebilmesi igin Anti-Na/K
ATPase antikoru kullanilarak yapilan WB analizinde membran proteinlerinin varligi ve
hiicre ylizey proteinlerinin zenginlestirildigi dogrulandi. Dogrulama islemlerinin ardindan
hem negatif hem de biyotinile edilen gruplara ait zenginlestirilmis protein 6rnekleri tripsin
ile proteolitik kesime tabi tutuldu ve elde edilen peptit 6rnekleri kullanilarak nLC-MS/MS
analizleri gergeklestirildi.

NLC-MS/MS analizleri sonucunda elde edilen ham veriler iki farkli veri bankasinda ayr1
ayr1 tarandi. Toplam 1112 protein karsilastirmali olarak analiz edildi. Bu proteinlerin
yaklasik %60’min hedeflenen bélgedeki membran ve hiicre dis1 proteinlerden olustugu
belirlendi. Membran proteinleri agisindan sonuglar degerlendirildiginde analiz edilen
proteinlerin 425 tanesinin hiicre yiizey proteinleri oldugu goriildii. Geriye kalan 217 adet
hiicre dis1 protein incelendiginde ise bunlarin ekstraseliiler matriks (ECM), hiicre-hiicre
baglant1 proteinleri ve salgi proteinleri oldugu belirlendi. TurbolD proteini ECM ve hiicreler
arasindaki bosluklara girebildiginden bu sonu¢ dogal olarak karsilandi. Bu proteinlerin

disinda kalan 470 adet protein incelendiginde ise bunlarin biiyiik bir kisminin mitokondri,
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endoplazmik retikulum, Golgi ve diger hiicre i¢i membran kompartmanlarina ait proteinler
oldugu belirlendi. Membranla ¢evrili organellerin disinda sadece sitoplazmada bulunabilen
proteinler incelendiginde toplamda 79 adet proteinin bu gruba dahil oldugu goériildii. Bu
proteinler, analiz edilen tiim proteinlerin sayica yaklasik %7’sini olustururken, miktarsal
olarak %4’liikk kismin1 kapsamaktadir (Sekil 5.1). Sayisal anlamda oranin daha g¢ok
olmasinin nedeni membran proteinlerinin sitoplazmik proteinlere kiyasla gorece daha biiyiik

olmasidir.

Protein Sayilari Protein Yogunluklari

A B

Sitoplazma Sitoplazma

7%
" HYP .
44% /
- Diger {
Diger 'V;egr;branlar \ Membranlar
° 28%
Extraseliiler Alan
14

4%

HYP
44%

Extraseliiler Alan 14%

Sekil 5.1. nLC-MS/MS analizleri sonucu elde edilen proteinlerin sayisal ve yogunluk
dagilimlari.

Analizlerdeki biyotinile gruplarda fazlaca goriilen, mitokondri, endoplazmik retikulum,
Golgi ve niikleus gibi organellere ait membran proteinlerinin sayisal olarak fazlaligini
aciklamak i¢in farkli olasiliklar 6n plana c¢ikmaktadir. Bilindigi kadari ile hiicresel
biyotinilasyonlar genellikle mitokondri ve az da olsa sitozolde ger¢eklesmektedir (Kohanski,
2016). Endoplazmik retikulum ve Golgi igerisinde biyotinilasyonu gergeklesme olasiligi gok
diisiik oldugundan ve negatif kontrollerde ¢ok az protein elde edildiginden akla gelen ilk
olasilik bu proteinlerin bir sekilde hiicre disina ya da PM’e gecis durumlarinin olmasidir.
Giiniimiizde protein lokasyonlar1 her ne kadar belirlenmis olsa da bunu keskin sinirlar ile
ayrmak su anki bilgilerimizle olduk¢a zordur ve her gecen giin proteinlerin yeni
lokasyonlarda ortaya ¢iktig1 goriilmektedir.

Literatiir ¢alismalar1, PM ile endoplazmik retikulum, ¢ekirdek ve mitokondrinin dinamik
bir etkilesim i¢inde oldugunu gostermistir. PM ve endoplazmik retikulum arasinda dogrudan
temas noktalart oldugu ve proteinler gibi molekiillerin karsilikli gegis yaptigi mekik
mekanizmalarimin varlig: bilinmektedir (Li ve ark., 2021). Benzer bir durum mitokondride
gozlenmektedir. Mitokondrinin, PM ile PM-mitokondri kopriileri, desmozomlar veya diger
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adezyon temaslar1 ve dogrudan zar iliskileri gibi farkli olusumlarla etkilesime girdigi
literatiir ¢aligmalarinda gosterilmistir. Bu etkilesimler, mitokondriyal Somatostatin benzeri
protein-2 (SLP-2) ve Cx43 gibi bosluk baglanti1 proteinlerinin mitokondri ve PM arasinda
yer degistirmesini saglamaktadir (Balderas, 2021). PM ve ¢ekirdek arasinda da dinamik bir
mekik mekanizmas: vardir. Spesifik endositoz veya kimyasal olarak degistirilmis
mekanizmalar yoluyla CD38, Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) ve T-kadherin
gibi PM proteinleri ¢ekirdege go¢ edebilirken, Niikleolin (NCL) ve Histon deasetilaz 3
(HDAC3) gibi niikleer proteinler de PM'ye gecis yapabilmektedir. (Zheng ve Jiang, 2022;
Liu ve ark.,, 2018). Bu, dinamik protein hareketleri elde ettigimiz sonuglardaki PM
proteinlerinin disindaki yiiksek miktardaki zar proteinlerinin varligini agiklayabilecek
durumlardan biridir. Bagka bir olasilik, TurboID'nin zarla ¢evrili organellere endozomlar
veya diger yollarla girmesidir. Endozomlarin endoplazmik retikulum ve Golgi ile temas
ettigi ve bu temas ile protein ve lipid gegislerinin oldugu bilinmektedir (Raiborg ve ark.,
2015). Elde ettigimiz sonuglarda yalnizca sitoplazmada bulunan proteinlerin yogunlugunun
%4 gibi disiik bir diizeyde olmasi, sitoplazmik proteinlerin diger proteinlere kiyasla
TurboID ile minimum temas halinde oldugunu ortaya koymaktadir. Membranla ¢evrili
organellerden bu denli yiiksek sayida biyotinile protein gelmesi enzimin sitoplazmaya temas
etmeden endomembran sistemde hareket edebileceginin olasiligini diisiindiirmektedir.
Negatif kontrollerin streptavidin kapli boncuklar ile zenginlestirilmesi sonucu elde edilen
elisyon ornekleri ile yapilan glimiis boyama analizlerinde proteinlerin varligi gozlenmisti.
Bu eliisyonlar ile yapilan nLC-MS/MS analizlerinde toplamda 71 adet protein belirlerdi.
Negatif kontrollerde elde edilen proteinler incelendiginde bu proteinlerin agirlikli olarak
keratin, 1s1 soku proteinleri ve mitokondriyel proteinler olduklar1 anlasildi. Ancak bilindigi
kadariyla hiicrelerde sinirli sayida protein dogal siireglerde biyotinile edilmektedir. Sayisal
anlamda bu kadar fazla proteinin ortamda olmasi bizim i¢in beklenmedik bir durum olmakla
birlikte, yapilan literatiir incelemesinde bu durumun normal oldugu ve farkli ¢calismalarda
da benzer sonuglarin gézlemlendigi belirlendi (Cheah ve Yamada, 2017). Streptavidin
glikolize ve pozitif yiiklii yapisindan dolay1 biyotin icermeyen farkli proteinleri bagladigi
bilinmektedir (Luong ve Vashist., 2020). Benzer sekilde manyetik boncuklar, farkli protein
molekiillerine 6zgiin Olmayan baglanma egilimi gostermektedir (Safarik ve Safarikova.,
2004). Ancak ilging bir durum mitokondrilerde yagsanmaktadir. Mitokondriyel proteinlerin
hem zenginlestirilen drneklerde hem de negatif kontrollerde fazla sayida olmasi ve negatif

kontrollerde yapilan IF analizlerinde az da olsa mitokondriyel biyotinilasyon diizeylerinde
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artig gbzlenmesinin sebebi tam olarak anlagilamamistir. Bu durumun sebebi hiicre igerindeki
enzimlerinin yiiksek biyotin ve ATP konsantrasyonlarinda 6zgiin olmayan biyotinilasyon
gerceklestirmesinden ve/veya biyotinile mitokondriyel protein sahip oldugu protein-protein
etkilesimlerinden kaynaklanabilecegini diistiniilmiistiir. Ancak bu durum arastirilmasi
gereken bir konudur.

Yaptigimiz ¢alismada 194 proteinin MCF-10A, MCF-7 ve MDA MB-231 hiicreleri
arasinda farklilik gosterdigi belirlenmistir. Kullandigimiz yaklasimla elde edien nLC-
MS/MS  sonuglarinin  dogrulanmasi ve degerlendirilmesi, yaptigimiz biyotinilasyon
uygulamasinin dogal durumunu degistirip degistirmediginin belirlenmesi i¢in anlamli
farklilik gosteren 194 adet proteinden 2 tanesi segilerek (VDAC ve N-Kaderin) WB
analizleri gergeklestirildi. Yapilan WB analizleri ile nLC-MS/MS sonuglarinin birbirini
destekledigi goriildii. Ayn1 zamanda kontrol gruplari ile biyotinile gruplar arasinda benzer
WB sonuglarinin elde edilmesi uyguladigimiz yaklasimin dogal siireci etkilemedigini
gosterdi. Bu durum 6zellikle hiicrelerin dogal metobolizmasinin etkilenmeden dogru bir
sekilde analiz edilmesi i¢in olduk¢a 6nemliydi.

Analizler sonucu elde edilen 1112 protein sayist az gibi goriinse de bu c¢aligmada daha
fazla hiicre kullanilarak protein miktarin arttirilmasi, 6érneklerin fraksiyonlanmasi, kesim
enzimlerinin kombine kullanimi ve daha yliksek duyarlilikta kiitle spektrometrelerini
kullanimi gibi uygulamalar ile bu saymin ¢cok daha yiiksek diizeylere ¢ekilmesi miimkiindiir.
Ancak bu tez ¢alismasi kapsaminda siire ve biitge kisitlamalarindan 6tiirii elde edilen 1112
protein iizerinden analizlere devam edildi. Bununla birlikte biyotinilasyon i¢in kullanilan
TurbolD enzim konsantrasyonunun artirilmasit ve/veya enzimin farkli yontemler
kullanilarak hiicre yiizeyinde yogunlastirilmasi ile de biyotinilasyon verimliliginin
artirtlabilecegi  disiiniilmektedir.  Verimliligin  arttirilmasi, reaksiyon zamaninin
azaltilmasina imkan verebilir. Boylece hiicre igerisinde istenmeyen biyotinilasyon
reaksiyonlarinin  Oniine gecilebilir ve membran proteinlerinin daha saf olarak
zenginlestirilmesi ve analizi gerceklestirilebilir. Yine de gergeklestirdigimiz ¢alisma ile PM,
hiicre adezyon ve ECM proteinlerinin dogal durumunun korunarak yaklasik %60 oraninda
zenginlestirmenin gergeklesmis olmasi gelecek caligmalar igin iyi bir referans noktasi
olusturmaktadir. Tez c¢alismasi kapsaminda gelistirilmis 0zgiin olan bu yaklagimin
gelistirilerek daha verimli hale getirilmesi miimkiindiir.

Gruplar aras1 anlaml farklilik gésteren 194 adet membran proteinini analiz edebilmek

i¢in proteinler ekspresyon profillerine gore dokuz farkli gruba ayrildi. Sonuglarin daha iyi
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degerlendirilmesi i¢in gruplarin kendi i¢inde STRING analizleri yapildi ve bu proteinler ile
ilgili biyolojik siiregler ve molekiiler fonksiyonlar belirlendi. Gruplarda fazla sayida protein
oldugundan her grup igerisinden bazi proteinler segilerek bu proteinlerin kanser/meme

kanseri acisindan 6nemine dair bilgiler tartigildi.

Grup 1: Tiim gruplarda bulunan ve saghkli hiicrelerden agresif kanser hiicrelerine dogru

protein seviyesi artan proteinler.

Bu grupta protein katlanmasi, metal iyon homeostazi, endoplazmik retikulum stresi,
gelisimin diizenlenmesi ve bagisiklik sistemi regiilasyonu ile iliskili proteinlerin yer aldig:
belirlendi (Sekil 4.48; Bakimiz. EK-5, Ek-Sekil 1). Kanser hiicrelerinde artan
transkripsiyonel ve metabolik aktiviteler, endoplazmik retikulum stresine ve katlanmamis
protein yanitina neden olur (Chen ve Cubillos-Ruiz, 2021). Bu durum kanser hiicrelerinde
endoplazmik retikulum stresine ve katlanmamis protein yanit yollarina ait proteinlerin
ekspresyonunun neden arttigini agiklamaktadir. Ayrica kanser hiicrelerinde bulunan demir
ve ¢inko gibi metal iyonlari, hiicre migrasyonu, anjiyogenez, hiicre yiizey molekiillerinin
modiile edilmesi ve bagisiklik sistemi hiicrelerinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar.
Ornegin, metastatik meme kanseri hiicreleri, ifade ettikleri ¢inko akis tasiyict (ZnTs)
proteinleri sayesinde ortamdaki ¢inko iyonlarina kars1 direng kazanirlar ve bu 6zelliklerini
kullanarak bulundugu ortamdaki ¢inko seviyesini artirirlar. Boylece ¢inko direnci olmayan
makrofajlar gibi bagigiklik sistemi hiicrelerinden kagarak biiylimeye ve hayatta kalmaya
devam edebilirler. Tiimdr gelisimi, hayatta kalma siiresinin artmasi, neoplastik hiicrelerin
proliferasyonu, hiicre dis1 matrisin yeniden modellenmesi ve metastatik kaskatin tesvik
edilmesi i¢in demir gereklidir (Serra ve ark., 2020; Stelling ve ark., 2019). Bu nedenle kanser
hiicrelerinde metal iyon homeostazi ile ilgili proteinlerdeki degisimin gézlenmesi dogaldir.

Kanser hiicrelerinde seviyesi artig gdsteren proteinlerden biri ASAP2°dir. ASAP2, hiicre
gociinii ve ¢ogalmasmi destekleyen bir GTPaz aktivatdr proteinidir. Atsushi Fujii ve
arkadaslari, pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC) hiicreleri lizerinde yaptiklar: analizde
ASAP2'yi potansiyel bir hedef molekiil olarak tanimlamistir (Fujii ve ark., 2021). Benzer
sekilde, Bing Chen ve arkadaslar1 halkasal ASAP2-RNA (circRNA-ASAP2) seviyesinin
mide kanserlerinde yiikseldigini ve hiicre canliligini, hiicre gogiinii ve istilasini, invazyonunu
arttirdigin1 belirtmistir (Chen ve ark., 2020). Bu tez kapsaminda yapilan analizlerde benzer
sekilde ASAP2’nin meme kanseri ile iligkili oldugu ve metastatik karakterin artigina bagh
olarak ASAP2 protein diizeyinin de yiikseldigi gézlemlendi.
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Yapilan farkli korelasyon calismalarinda, Carabin (TBC1D10C) proteini kanser
prognozu i¢in yeni bir biyobelirte¢ aday1 olarak duyurulmustur (Qiao ve ark., 2021). Bu tez
calismasi kapsaminda TBC1D10C'nin protein seviyesi ilk kez meme kanseri hiicre hattinda
analiz edildi. Ayrica son yillarda ortaya ¢ikan ve halen arastirma asamasinda olan kanser
biyobelirteg Ozelliklerine sahip proteinlerden olan NAMPT, SLC25A12, CNTN4, 4HB,
DSG1, SLC2A1 ve TRFC proteinlerinin artan ekspresyon diizeyleri yine bu tez c¢aligmasi

kapsaminda meme hiicre hatlarinda grup 1 icerisinde analiz edildi.

Grup 2: Tiim gruplarda bulunan ve saghikli hiicrelerden agresif kanser hiicrelerine dogru

protein seviyesi azalan proteinler.

Grup 2 kapsaminda degerlendirilen proteinler incelendiginde bu proteinlerin ATP
sentezi, mitokondriyal organizasyon ve hiicre yerlesimi ile ilgili proteinler olduklari
belirlendi (Sekil 4.48; Bakiniz. EK-5, EK-Sekil 2). Elde edilen bu sonuglar sasiritict degildi.
Ciinkii kanser hiicrelerinin oksijen solunum mekanizmalarini1 yavaslattigi ve diger enerji
yollarini harekete gegirdigi bilinen bir durumdur. Ayn1 zamanda kanser hiicrelerinde hiicre-
hiicre baglantilar1 ve ECM bilesimi, invazyon ve metastaz i¢in yeniden diizenlenmelidir.
Yapilan analizlerde hiicre adezyon proteinlerinde azalma oldugu goriildii. Kanser
hiicrelerinden negatif etkilenen baska bir yol, anjiyostatin yolagidir. Anjiyostatin,
anjiyogenezin negatif diizenleyicisidir ve kanserli dokularda anjiyojenezi uyardigi ve bunun
kanser gelisimi i¢in olduk¢a 6nemli oldugu bilinmektedir (Wajih ve Sane, 2003; Madu ve
ark., 2020). Benzer sekilde, anti-kanser 6zelliklere sahip olan heparin baglanma yolu da
metastatik meme hiicre hatlarinda azalmistir (Ma ve ark., 2020).

Aminoasit tasiyict SLC7 ailesinden olan SLC3A2, hiicre i¢i kalsiyum seviyelerinin
diizenlenmesinde rol oynar ve L-tipi amino asitleri tasir. Literatirde SLC3A2 proteininin
meme kanserinin ER+, HER2+ ve TN alt tiplerinde indiiklendigi gosterilmistir (Ansari ev
ark., 2018). Ancak bu ¢alismada kontrol hiicreleri kullanilmamis ve kanser hiicreleri kendi
icerisinde karsilagtirllmistir. Elde ettigimiz sonuclar bu ¢alismanin aksine SLC3A2'nin
tiimorogenez ile azaldigint gostermistir. Bu tez calismasinda gosterildigi gibi, SLC3A2'nin
ekspresyon seviyesinin MDA MD-231 hiicrelerinde MCF-7'den daha diisiik oldugunu son
donemde yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Saito ve ark.,2022). Bu durum elde ettigimiz

sonuglar1 destekler niteliktedir. Ayrica tez kapsaminda kontrol hiicreleri ile karsilastirmalar
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yapildig1 da dikkate alinirsa bu ¢alisma SLC3A2’nin meme kanserinde degerlendirilmesi
acisindan bir ilktir.

Glutamat reseptor etkilesimli protein 2 (GRIP2), in silico analizler disinda meme kanseri
ile iligkisine dair hi¢bir kanit bulunmayan diger bir zar proteinidir (Huang ve ark., 2020;
Morra ve ark., 2021). Saglikli ve kanserli meme hiicre hatlarinda GRIP2 diizeylerindeki
degisim yine ilk kez bu tez ¢aligmasi kapsaminda gosterilmistir.

ATPaz ailesi AAA domaini igeren protein 3 (ATAD), bir dizi hiicresel siirecte yer alan
ve genel olarak olarak mitokondride lokalize olan, ancak PM’de yer alabilen bir AAA-
ATPaz iiyesidir. ATAD3A, ATAD3B ve ATAD3C'yi igeren ii¢ aile iiyesinden
olusmaktadir. ATAD ailesi iiyeleri, mitokondriyal fizyon, transkripsiyon, replikasyon,
translasyon, proteoliz ile mitokondriyal organizasyonda 6nemli roller oynamaktadirlar (Liu
ve ark., 2019). ATAD3A, mitokondriyal onkogenik sinyalleri harekete gegirerek tiimorii
indiikleyici bir aktiviteye sahiptir ve baz1 ¢aligmalarda kanser hiicrelerinde artan ATAD3A
seviyesi gosterilmistir (Lang ve ark., 2020). ATAD3B, ATAD3A’nin negatif inhibitordiir.
ATAD?3B ayrica LC3'e baglanir ve PINK1'den bagimsiz oksidatif stres kaynakli mitofajiyi
destekler (Shu ve ark., 2021). Bu ozellikleri kanser hiicresinde ATAD3B protein
diizeylerinin diismesini agiklamaktadir. Bununla birlikte tez kapsaminda yapilan analizlerde
ATP sentaz alt birimlerinden olan ATP5F1B, ATP5F1A, ATP1B3 ve ATP5PO protein
seviyelerinin kanser gelisimi sirasinda arttig1 gézlemlenmistir. Bu artislarin hangi fizyolojik
degisimleri tetikledigi irdelenmelidir.

Segici-olmayan kalsiyum gegirgen katyon kanali olan kisa gegici reseptor potansiyel
kanali-4 (TRPC4), meme kanserinde protein seviyesini diistirdiigiinii belirledigimiz bir diger
proteindir. TRPC4'lin aktivasyonu, hiicreye Na* girisini arttirmaktadir. Bu durumu bazi
kanser hiicreleri tizerinde sitotoksik etki olustururken normal hiicrelerde bu etkiyi gostermez
(Muraki ve ark., 2017). Bu 6zellik, TRPC4'ii meme kanseri ilag¢ tedavisinde potansiyel hedef
haline getirmektedir. Bu a¢idan bakildiginda TRPC4’iin daha fazla ilgiyi hak ettigi ve
biyomarkor potansiyelinin daha detayli arastirilmasi gerektigi sdylenebilir.

Tez kapsaminda belirlenen bazi protein diizeylerindeki degisimlerin literatiirde rapor
edilen degisimlerden farkli olduklar1 goriildii. Literatiirden farkli olarak VDAC1, FAM120A
CAVIN2 ve HSP90AAI1 gibi bazi proteinlerin ekspresyon diizeylerinin diistiigiini
belirledik. Ancak bu proteinler ile ilgili yapilan analizler incelendiginde literatiir
caligmalarmin genellikle biyoinformatik ve/veya RNA diizeylerinde yapilan analizler
oldugu goriilmektedir (Cheng ve ark., 2019; Tang ve ark., 2016; Lui ve ark., 2021). Bu
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analizler protein seviyelerini yansitmak konusunda yaniltict olabilmektedir. Zira nLC-
MS/MS analizlerini dogrulamak i¢in Anti-VDACI kullanilarak yapilan WB analizlerinde
VDACI1 proteini sadece MCF-10A protein 6ziitlerinde belirlenebildi.

Grup 3: Yalnizca MCF-10A hiicrelerinde ifade edilen proteinler

Sadece MCF-10A'da ifadesi goriilen proteinler analiz edildiginde, bu proteinlerin hiicre-
matriks baglantilari, integrin ve kollajen gibi adezyon molekiilleri ile iligkili oldugunu
belirlendi (Sekil 4.48; Bakiniz. EK-5, EK-Sekil 3). Yapilan analizlerde PON2, TJP1, PKD1,
NDRGI1, VEZT, GNG12 ve EHD2 gibi kanser hiicrelerinde ekspresyon diizeylerinin
azaldig1 bilinen terapotik protein ve biyobelirteg adaylar1 belirlendi. Ayrica VSIG10L2,
HMG1, MYPN, LCP2 ve SYT3 gibi son yillarda aragtirilan ancak meme kanseri ile iligkisi
kurulamayan ve/veya etkileri tam olarak anlasilamayan proteinlerinde yine grup 3
kapsamina girdikleri goriildii (Devarajan ve ark 2018.; Lee ve ark., 2015; Lee ve ark., 2018;
Lee ve ark., 2022; Villodre ve ark., 2021; Villodre ve ark., 2020; Shen ve ark., 2020; Li ve
ark., 2015; Xiang ve ark., 2020; Alausa ve ark., 2022; Huo ve ark., 2021). Bununla birlikte
litratiir ¢alismalarinin aksine RAB35, FLOT2, FURIN, ATP7B ve GSTPL1 gibi daha 6nceki
caligmalarda kanser hiicrelerinde yiiksek protein ekspresyon seviyeleri belirlenen bazi
proteinler sadece MCF-10A hiicrelerinde belirlenebildi (Louie ve ark., 2016; Villagomez
ve ark., 2020; Wang ve ark., 2013; Zhou ve ark., 2017; He ve ark., 2022; Moinuddin ve ark.,
2017).

Grup 4:_Yalnmzca MCF-7 hiicrelerinde ifade edilen proteinler

Yanlizca MCF-7 hiicrelerinde ifade edilen proteinler analiz edildiginde bu proteinlerin hiicre
adezyonu, adherent baglantilar ve vezikiiler tasima ile iliskili olduklari belirlendi (Sekil 4.48;
Bakiniz. EK-5, Ek-Sekil 4). Adezyon proteinlerinin genellikle kanser olusumlarinin erken
donemlerinde tiimor baskilayici olduklari belirtilir ancak bazi adezyon molekiillerinin
kanserlesme siirecinde fonksiyonel rol oynamakta ve ekspresyon diizeylerinde artmaktadir.
Ornegin tez kapsaminda elde edilen sonuglar arasinda CTNNA1'in (a-E-katenin) protein
seviyesinin MCF-7 hiicrelerinden diger iki hiicre hattina oranla arttigi belirlenmistir.
Literatiir calismalarinda da CTNNATI’in artmis meme kanseri riski ile iligkili oldugu
gosterilmistir (Clark ve ark., 2020).
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Ayrica COPB1 ve RAS onkogen ailesi proteinlerinden olan RAB3C ve ARF5 gibi
proteinlerin MCF-7 hiicrelerinin yilizeyinde arttigi belirlenmistir. Bu proteinler membran
flizyonu, membran trafigi ve vezikiiler tasima ile iligkili proteinlerdir. Ayni zamanda yapilan
literatiir ¢calismalarinda bu proteinlerin kanser hiicrelerinde kontrolsiiz hiicre biiylimesi ve
metastazinda 6nemli roller oynadig1 gosterilmistir (Raffaniello ve ark., 2021; Chen ve ark.,
2021; Casalou ve ark., 2020).

Semaforinler, salgilanan transmembran ve GPI baglantili sinyal molekiillerini iceren
bliyiik bir protein ailesidir. Gliniimiizde 20'den fazla semaforin tiirii kesfedilmistir ve bu
proteinler kardiyogenez, anjiyogenez, vaskiilogenez, osteoklastogenez, immiin diizenleme
ve nororegenez patogenezinde ig¢inde yer aldigi ¢ok sayida patofizyolojik siiregte 6nemli
roller iistlenmektedirler. Ayni zamanda yapilan ¢alismalarda semaforinlerin tiimérogenez ve
timor metastazinda onemli rollere sahip oldugu gosterilmistir (Takamatsu ve Kumanogoh,
2012). Kanser hiicrelerinde yapilan arastirmalar SEMA3C'nin hiicre proliferasyonunu,
invazyonu, migrasyonu ve epitelyal-mezenkimal gegiste (EMT) rol aldigin1 gostermistir
(Liu ve ark., 2019; Lee ve ark., 2018). Sunulan bu tez ¢alismasi kapsaminda semaforinlerin
bir iiyesi olan SEMA3C'nin, MCF-7 hiicrelerinde yliksek oranda eksprese edildigini
belirlendi. Ayrica SEMA3C’nin ilk kez meme kanserinde analizi bu c¢alisma
gerceklestirlmistir.

HDLBP (Vigilin) yiiksek yogunluklu lipoprotein baglayici bir proteindir. Hiicrelerde
steroid metabolizmasiyla birlikte transmembran ve salgilanan proteinlerin sentezinde rol
oynar ve stres graniilii olusumunu diizenler. HDLBP son donemde yapilan bir ¢alismada
yeni kanser biyobelirte¢ adaylari arasinda tanimlanmistir (Zinnall ve ark., 2022).
HDLBP'nin kiigiik hiicreli akciger kanseri ve hepatoseliiller karsinom hiicrelerinin
proliferasyonunu artirdig1 ve sorafenib gibi kemoterapétik ajanlara kargi direng gelisiminde
etkili oldugu belirlenmistir (Yuan ve ark., 2022; Zhao ve ark., 2019).

EBP (3-B-hidroksisteroid-A8, A7-izomeraz) kolesterol biyosentezi ve otofajide rol
oynayan ve cogunlukla endoplazmik retikulumda yer alan bir izomerazdir. Ayrica ¢oklu ilag
baglama kapasitesine sahiptir ve antidepresanlar, antipsikotikler, opioid analjezikler, steroid
biyosentez inhibitorleri ve meme kanseri ilac1 tamoksifen gibi anti-tiimor reaktifleri ve
farmakolojik 6nemi olan aktif bilesikleri baglayabilme 6zelligi vardir (Long ve ark., 2019).
Calismamiz kapsaminda EBP ifadesinin MCF-7 hiicrelerinde arttigi gozlemlendi. EBP’nin
kanserde ilag direnci gelisimi ile dogrudan iliskili olabilecek bir biyobelirte¢ ve hedef

molekiil olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Grup 4 kapsaminda LPCATI1, MFSD10, TENM4, PLK4, SLC16A9, CACNA2D?2,
WDFY3, DCXR, MYO1D, NBEA, USH2A, DNAJA3, GJE1, USH2A, TNIK LRRC32 ve
XPC gibi MCF-7 hiicrelerinin yiizeyinde bulunan proteinler incelendiginde bunlarin da
oldukca giincel ve yeni biyobelirte¢ ve terapdtik hedef molekiil adaylar1 olduklar
goriilmiistiir. Bu proteinlerin kanser ile olan iliskisini gosteren ¢aligmalarin son birkag yilda
gerceklesmis olmasi sonuglarimizin giincelligi agisindan énemlidir (Hang ve ark., 2016; Ji
ve ark., 2021; Ko ve ark., 2019; Li ve ark., 2021; Ma ve ark., 2019; Malik ve ark., 2020;
Nagoshi ve ark., 2012; Ruiu ve ark., 2021; Sun ve ark., 2021; Tao e ark., 2021; Wang ve
ark., 2020; Warnier ve ark., 2015; Wu ve ark., 2021; Yamada ve Masuda, 2017; Zhao, ve
Wang, 2019; Zhou e ark., 2022). Bu tez ¢aligmasi kapsaminda belirlenen ve heniliz meme
kanseri veya herhangi bir kanser tiirii ile iliskilendirilmemis CMY A5, PHKAZ2, ERVK-6 ve
MCF2L gibi proteinler de belirlenmistir. Bu proteinler ile iligkili daha detayli ¢aligmalarin

yapilmsina ihtiyag vardir.

Grup 5: Yalnizca MDA MB-231 hiicrelerinde ifade edilen proteinler

Bu grup igerisinde bulunan proteinler degerlendirildiginde, proteinlerin temelde
trombosit aktivasyonu, yara iyilesmesi ve hiicre yiizeyi reseptor sinyal yolaklari ile iliskili
olduklari goriilmiistiir (Sekil 4.48; Bakiniz. EK-5, Ek-Sekil 5).

Trombositler kanda bulunan kii¢lik ¢ekirdekli hiicrelerdir ve kan hemostazi, iltihaplanma
ve trombiis olusumunda 6nemli rol oynarlar. Bununla birlikte yeni elde edilen kanatlar,
trombositlerin kanser hiicrelerinin gelisimi ve korunmasinda énemli rollere sahip oldugunu
gostermektedir. Yapilan ¢aligmalar trombosit hiicrelerinin, kanser dokusu etrafinda bir
kalkan goérevi gordiigiinii ve kanserli hiicreleri bagisiklik sistemi hiicrelerinden korudugunu
ortaya koymustur. Ayrica trombositler TGF-B, VEGF ve PDGF gibi biiyliime faktorleri
salgilarlar ve boylece kanser hiicresi biiyiimesini ve anjiyogenezi indiiklerler. Ayni zamanda
kanser hiicreleri metastaz sirasinda P-selektin gibi adezyon molekiilleri ile trombosit
hiicreleri baglanarak kanda birlikte goc¢ ederler. Bu durum hem kanser hiicrelerinin kan
dolasiminda hayatta kalabilmesini hem de bagisiklik sistemi hiicrelerinden kacgabilmesini
saglamaktadir (Palacios-Acedo ve ark., 2019). Tez kapsaminda yapilan ¢alismada trombosit
aktivasyonu ile iliskili olan GP1BA (CD42b) proteini tiim gruplar arasinda yanlizca MDA
MB-231'de tespit edildi. Literatiirde karaciger kanserinde GP1BA ile ilgili tek bir ¢aligma
disinda kanserle iligkili herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir (Malehmir ve ark., 2019).
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GPI1BA meme kanseri ile iliskilendirilmemis ve bu anlamda arastirilmamistir. GP1BA
agresif meme kanserleri i¢in yeni bir terapotik hedef olma potansiyeline sahiptir.

Bu grupta bulunan PNPLA2 (ATGL) ve NPR1 proteinleri trigliserid sekresyonunun ve
c¢GMP sinyal yolunun negatif diizenlenmesi ile iligkili proteinlerdir. Yag asidi sentezinin ve
oksidasyonunun kanser i¢in énemli oldugu bilinmektedir. Yag asidi oksidasyonu ile elde
edilecek enerji kanser hiicresinin hayatta kalmasini ve biiyiimesini saglayan ve ATP
sentezine alternatif olusturan 6nemli bir yoldur. PNPLA2, trigliserid hidrolizinin hiz
sinirlayict  basamagmi katalize eder ve aglik veya karsinojenez sirasinda enerji
homeostazinda dnemli bir rol oynamaktadir (Iftikhar ve ark., 2022; Zhang ve ark., 2022).
cGMP sinyali, vazodilatasyon, natriiirez, kas gevsemesi ve c¢oklu ila¢ direnci gibi farkli
siireclerde yer alan 6nemli bir sinyal yolagidir. NPR1, ozellikle omurgalilarin néron
hiicrelerinde bulunan néropilinlerden biridir ve yiliksek diizeyde korunmus, tek gecisli bir
transmembran proteindir. NPR1, hiicre sekillendirme, anjiyogenez, hiicre migrasyonu,
immiin hiicre regiilasyonu, akson biiylimesi gibi ¢esitli hiicresel siireclerde 6nemli roller
iistlenmektedir. Lee ve arkadaslarinin 2013 yilinda yaptiklari ¢calismada bu tez ¢alismasinda
belirlendigi gibi NPR1A ifadesi sadece metastatik MDA MB-231 hiicre hattinda arttigin
gozlemlemistir (Lee ve ark., 2013). Kanitlar, NPRA1 seviyesinin kanserde timor olusumu,
invazyon, metastaz, prognoz ve bagisiklik sisteminin diizenlenmesi ile iligkili oldugunu
gostermistir (Chaudhary ve ark., 2013; Liu ve ark., 2020; Yang ve ark., 2018). Halihazirda
umut verici bir biyobelirte¢ ve terapotik hedef olan NBR1A'yr hedef alan miRNA'lar ve
ilaglar kullanilarak yapilan kanserin tedavisi amagli ¢calismalar devam etmektedir.

ITSN1, ATP2B1, SNTG2, BAIAP2L2, KMT2E, TGM2, EPB42, MACF1 ve DDX58
proteinleri yalnizca metastatik MDA MB-231 hiicrelerinde gozlenen ve farkli kanser hiicre
hatlar1 ile yapilan ¢aligmalarda terapotik hedefler olarak belirtilen diger 6nemli proteinlerdir
(Guo ve ark., 2021; Herrero-Garcia ve O'Bryan, 2017; Meng ve ark., 2020; Miao ve ark.,
2017; Miyoshi ve ark., 2009; Peters ve ark., 2016; Varga ve ark., 2018; Volovetz ve ark.,
2020; Yu ve ark., 2022; Zhu ve ark., 2022). Bu proteinlerin meme kanseri ile olan iliskileri,
hangi yolaklar tizerinde etkili olduklari, birbirleri ile olan etklesimleri detayli olarak

incelenmelidir.

Grup 6: Tiim gruplarda bulunan ve MCF-7'de protein ifadesi artan proteinler

Altinc1 grup igin yapilan STRING analizleri kapsaminda bu gruba ait proteinlerin
vezikiiler transport, rRNA sentezi, nitrojen transportu ve fosfatidilinositol fosforilasyonu
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(PIP) ile iligkili oldugu gorildi (Sekil 4.48; Bakiniz. EK-5, EK-Sekil 6). PIP, reseptor aracilt
sinyallesme, vesikiiler tagima, hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi, hiicresel kanallarin
ve tastyicilarin regiilasyonu, hiicre-hiicre baglatilar1 ve hiicre polarizasyonu diizenlenmesi
gibi pek ¢ok onemli biyolojik siire¢lerde gorevler tistlenmektedir (Nakada-Tsukui ve ark.,
2019; Sasaki ve ark., 20019). Hiperglisemi ve tip 2 diyabet ile iligkilendirilen bu yolak meme
kanseriyle de yakindan iligkilidir. PIP aktivasyonu, hem hiicre zar1 yapisinin degismesi hem
de ER yolaklarinin uyarilmasi yoluyla kanser gelisimine ve devamliligina yardimer olur
(Devanathan ve ark., 2020). PIP sinyal yolaginin karsinojenezde vezikiiler tasima
aktivitesini arttirdigi bilinmektedir.

Rab ve SNARE protein aileleri, meme kanseri ile yakindan iligkili olan 6nemli vezikiiller
trafik diizenleyici proteinlerdir ve farkli Rab proteinlerinin ekspresyon diizeyleri, kanser
hiicrelerinin tipine ve derecesine bagl olarak artis gostermektedir (Mughees ve ark., 2019).
Tez kapsaminda yapilan galismalarda Rab protein ailesinden olan RAB5A’nin MCF-7
hiicrelerinde ifade diizeylerinin arttigi belirlendi. Son yillarda yapilan ¢alismalarda
RAB5A'nin meme kanseri i¢in aday bir biyobelirtec olabilecegi ifade edilmektedir
(Engebraaten ve ark., 2021; Zhang ve ark., 2017). Ayn1 zamanda, MCF-7 hiicrelerinde artis
gosteren SCFD1 proteini vezikiiler transportla ilgili olan bir baska proteindir ve mesane
kanseri iizerinde genom ¢apinda yapilan meta-analizdeki bir ¢alisma disinda bu proteinin
herhangi kanser tiirii ile olan iliskisi bildirilmemistir. SCFD1 arastirilmaya agik biyobelirteg
adaylarindan birisidir (Galesloot ve ark., 2022).

Artan protein tretimi ile birlikte kanser hiicrelerinde rRNA iiretim aktivitesi de
yiikselmektedir. Ayrica kanser hiicrelerinde rRNA iiretiminin gergeklestigi niikleol bolgeleri
sayica artmakta ve hacim olarak da genislemektedir. Bu nedenle rRNA sentezi stiregleri
kanser tedavilerinde dnemli hedefler arasindadir. Cisplatin, Mitomisin C ve Aktinomisin D
gibi bir¢ok terapdtik ilacin hedefi rRNA sentezinin kanser hiicrelerinde baskilanmasidir
(Gaviraghi ve ark., 2019; Zisi ve ark., 2022). UTP20, rRNA sentezinde rol oynayan bir
proteindir ve genom diizeyinde gen ekspresyon profillemesi amaciyla yapilan bir makale
disinda, literatirde UTP20'nin kanserle iligskili oldugunu o©ngdren hicbir kanit
bulunamamistir (Sun ve Qian, 2018). Bu tez ¢alismasi bu bilgiyi literatiire kazandirmasi
agisindan ilktir.

Azot, hiicrelerin biiyiimesi ve canliliklarinin devami i¢in hayati 6neme sahip bir
elementtir ve hiicrelerin iki temel molekiiler grubu olan DNA ve proteinler i¢in yapr taslart

olan niikleik ve amino asitlerin yapisinda yer alir. Yiiksek anabolik aktiviteye sahip kanser
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hiicrelerinin azot gereksinimleri dogal olarak yiiksektir. Bu nedenle kanser hiicreleri
bulunduklar1 ortamdan yiiksek miktarlarda azot almak i¢in azot tasima sistemlerinin
aktivitelerini artirirlar. Bu durum ayni zamanda ¢evrede azot yoksunluguna neden olur ve
tiimor ortamindaki immiin sistem hiicrelerinde azot yoksunluguna yol acar. Kanser hiicreleri
ortamdaki azotu tiiketerek hem kendileri igin gerekli olan azot ihtiyacin1 karsilarlar hem de
immiin sistem hiicrelerini baskilayarak immiin yanitin olusumunu engellerler (Kurmi ve
Haigis, 2020). Grup 6 igerisinde yapilan analizlerde azot metabolizmasi ile iliskili SCFDI,
RABSA, TRPC4, AZGP1 ve SCL25A gibi proteinlerin 6zellikle MCF-7 hiicrelerinde artis
gosterdigi belirlendi. Bu durum azot ihtiyacinin 6zellikle kanser olusumunun ilk
asamalarinda yiiksek oldugunu dogrulamaktadir. Bu proteinlerin yanisira grup 6 igerisinde
analiz edilen KCTD3, KRAS ve RAP2C proteinleri de son yillarda ¢alisiimis ve bu
proteinlerin yeni biyobelirte¢ aday1 olabilecekleri vurgulanmistir (Angrisani ve ark., 2021;
Cao ve ark., 2019; Mederos ve ark., 2018; Mustachio ve ark., 2021; Rochette ve ark., 2020;
Wang ve ark., 2020; Wu ve ark., 2021).

Grup 7: Tiim gruplarda ifade edilen ancak MCF-7'de ifadesi azalmis olan proteinler.

Diger iki hiicre hattiyla karsilastirildiginda, MCF-7 hiicrelerinde azalma gosteren
proteinlerin 6zellikle hiicre adhezyonu, lokasyonu, membran raft diizenlenmesi ve kiikiirt
baglanmasi ile ilgili siireglerde gorev aldiklar goriilmiistiir (Sekil 4.48; Bakiniz. EK-5, Ek-
Sekil 7). Bu grup igerisinde degerlendirilen proteinlerden biri olan ANXAZ2, hiicre adezyonu
ile iligkili bir proteindir. Tiimor ile iligkisi belirlenen ANXA2’nin kanser tiirline gore
degisken ekspresyon profilleri gosterdigi belirtilmektedir. ANXAZ2, hiicre adezyonu, 1s1
stresi ve immiinsupresyon gibi siireglerde dnemli roller oynamaktadir. Bu 6zelliklerinden
dolay1 kanser tedavilerinde potansiyel bir hedef molekiil olarak gosterilmistir. ANXA2
ifadesinin MCF-7 hiicrelerinde azaldigi, MDA MB-231 hiicrelerinde ise arttigi daha 6nceki
caligmalarda da gosterilmistir (Chen ve ark., 2018; Sharma ve ark., 2006). Bu tez
kapsaminda yapilan nLCMS/MS analiz sonuglari bu bulgular1 destekler niteliktedir.
Bununla birlikte, literatiirden farkli olarak, tez calismasi kapsaminda elde edilen sonuglar
ANXAZ2'nin saglikli bir meme hiicre hatti olan MCF-10A hiicrelerinde MDA MB-231 hiicre
hattindan daha fazla ifade edildigini gostermistir. Bu durumda ANXAZ2 sadece kanser hiicre
hatlarinda degil saglikli hiicre hatlarinda da ifade edilmektedir.

Grup 7’da yer alan ve bir biyobelirteg¢ aday1 olan ENOL, glikoliz, DNA replikasyonu ve

ekspresyonu, RNA regiilasyonu, anjiyogenez, ila¢ direnci ve oksidatif stres gibi birgok farkli
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stiregte rol oynayan cok islevli bir proteindir. Literatlirde ENO1'in kontrol hiicrelerine
kiyasla ifadesinin MCF-7 hiicrelerinde azaldigi ve MDA MB-231 hiicrelerinde ise tekrar
artis gosterdigi belirlenmistir (Cancemi ve ark., 2019; Qiao ve ark., 2021; Tu ve ark., 2009).
ANXA2'de oldugu gibi ENO1'de tez kapsaminda elde edilen sonuglarin literatiirle uyustugu
gozlemlenmistir.

700 kDa'lik dev bir protein olan ANHAK, niikleus, sitoplazma ve PM gibi farkli hiicre
lokuslarinda bulunabilen tiimorsupresor bir proteindir. Yapilan ¢alismalar karsinogenez
sirasinda AHNAK  protein seviyeleri niikleus, sitoplazma ve PM arasinda degisiklik
gosterdigini, proteinin miktarsal ve bolgesel olarak farklilagtigini gostermistir (Lee ve ark.,
2018; Zhao ve ark., 2017). Tez kapsminda, AHNAK proteininin PM {izerindeki miktarinin
her iki kanser hiicre hattinda da azaldigi goriilmiiistiir. Bir tiimorsupresor proteini olan
ANHAK’in miktarinin kanser hiicrelerinde azalmasi beklendik bir durum iken MCF-7
hiicrelerine gore MDA MB-231 hiicrelerinde neden tekrar yiikseldigi dogrulanmaya ve
arastirilmaya acik bir konudur.

MSN, diagostik belirteg olarak gosterilen baska bir PM proteinidir. Son yillarda yapilan
calismalar, MSN'nin PM’den hiicre ¢ekirdegine go¢ edebildigi gbstermistir. Ayni1 zamanda
MSN’nin liiminal ve Her2+ hiicre hatlarinda protein seviyesinin azaldigi, TNBC hiicre
hatlarinda ise arttigi gosterilmistir (Qin ve ark., 2020). Tez kapsaminda nLC-MS/MS
analizleri ile elde edilen sonuglar bu durumu dogrulamakla birlikte saglikli kontrol
hiicrelerinin de TNBC kanser hiicreleri kadar MSN protein ifade ettigini gostermektedir.

Sunulan tez ¢aligmasinda hiicre adezyonu ve migrasyonunda onemli rol oynayan
HYP’lerden biri olan CD44 antijeninin MCF-7 hiicrelerinde 6nemli 6l¢iide azaldigi, ancak
MDA MB-231 hiicrelerinde arttigi, hatta kontrol hiicrelerinden daha yiiksek ifade diizeyine
ulastig1 belirlendi. CD44’lin ifade diizeylerindeki bu karmasik diizenlemenin nedeni
derinlemesine inclenmeli, primer kanser dokularindaki davranisi incelenmelidir.

Organik kiikiirt alim1 kanser hiicreleri i¢in toksiktir. Calismalar, diyette veya gaz halinde
belirli bir miktarda kiikiirt kullaniminin kanser hiicrelerinin biiylimesini engelledigini,
radyoterapinin etkilerini azalttigini ve serbest radikal temizleyici gorevi gordiiglini
gostermistir. Prostat ve meme kanseri hiicreleri lizerine yapilan son ¢aligmalarda inorganik
kikiirt aliminin AR, PSA, ErbB2, ErbB3 ve NKX3.1 genlerin protein sentezini énemli
Olctlide azalttigin1 gostermistir (Duan ve ark., 2014; Ha ve ark., 2013). Tez kapsaminda elde
edilen sonuglar, kalsiyum, demir ve kiikiirt metabolizmalar1 ve ferroptoz ile iliskili RYR2

ve MGST1 proteinlerinin ifade diizeylerinin MCF-7 hiicrelerinde dnemli dl¢iide azaldigim
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ve MDA MB-231 hiicrelerinde tekrar kontrol hiicrelerindeki seviyeye yakin bir artis
gosterdigine isaret etmektedir (Dodson ve ark., 2021; Dong ve ark., 2019; Kuang ve ark.,
2021).

GAPDH, C9, HSP90B1, GNAI2, CAVIN1, CLTC, VTN, NEO1, MYO1B, NIBAN2,
EGFR, MYADM, PROM2, CORO1C, S100A10, C7,ESYT2, TLN1, ZAN, RAB19, HM13,
EXOCY7, EHDTP, EVPL, CLIC1, SERPINE1, SERPINC1, FLNA, MYH9, ANPEP, CAV1,
NT5E, HTRAL, FLNB, CYB5R1, ACSL1 ve MYOF, grup 7 igerisinde siniflandirilan ancak

tez kapsaminda tartisiimayan diger 6nemli proteinlerdir.

Grup 8: Tiim gruplarda ifade edilen ancak MCF-10A'da ifadesi yiiksek oranda artmis

proteinler.

Diger iki hiicre hattiyla karsilastirildiginda, MCF-10A hiicrelerinde ifadesi yiiksek oranda
artmis proteinlerin 6zellikle sitoliz, kompleman sistem aktivasyonu, integrin aracili hiicre
adezyonu ve endodermal hiicre farklilasmasinda gorev aldigr goriildii (Sekil 4.48; Bakiniz.
EK-5, Ek-Sekil 8). Bu gruba ait proteinlerden biri olan TGFBI, hiicre dis1 bir matriks proteini
olup hiicre adezyonu, gocii, ¢ogalmasi, apoptoz ve anjiyogenez gibi siireglerde gorev
almaktadir. Caligmalar, bu proteinin meme kanseri hiicrelerinde saglikli hiicrelere gore
azaldigin1 ve tiimor baskilayicr aktivite gosterdigine isaret etmektedir (Li ve ark., 2012).
Meme kanserinde TGFBI seviyeleri incelendiginde, alt tiplerine bagli olarak kanser
ortaminda miktarinin degistigi ve tiimor ortamindaki hipoksinin diizenlenmesinde rol
oynadigi, dolayisiyla kanser hiicrelerinin bagisiklik sistemi hiicrelerinden kagabilmesine
imkan tamdigi, aynt zamanda meme kanseri gelismesine ve metastazina neden oldugu
belirtilmistir (Fico ve Santamaria-Martinez, 2020).

Bir glikosilfosfatidilinositol (GPI) baglantili protein olan CD109, gruptaki diger bir
onemli proteindir. Son zamanlarda yapilan aragtirmalar, CD109'un kanser hiicreleri tizerinde
farkli etkilere sahip oldugunu gostermistir. Zhou ve ark. CD109'un, skuamoéz hiicreli
karsinom hiicrelerinde TGF-beta sinyalini baskilayarak ve TGF-beta reseptoriiniin
bozulmasini tesvik ederek tiimorigenezi azalttigimi gostermistir (Zhou ve ark., 2019).
Bununla birlikte, bagka bir ¢alisma, kanser hiicrelerinde CD109 protein seviyesinin arttigini
ve CD109un, EGFR ve STAT3 sinyal yolaklari yoluyla tiimér olusumunu
indiikleyebilecegini gostermistir (Move ve ark., 2020). Grup 7'de yer alan EGFR proteninin
CD109 gibi MCF-7 hiicrelerinde 6nce azaltigin1 daha sonra MDA MB-231 hiicrelerinde ise

kontrol grubuna yakin bir artis gostererek normal diizeyine geri dondiigii belirlenmistir. Bu
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benzerlik CD109 ile EGFR’nin meme kanserinde etkilestikleri veya beraber fonksiyon
gosterdiklerini diisiindiirmektedir. Meme kanseri hiicreleri ile daha 6nce bdyle bir ¢alisma
olmadigi i¢in bu konuda Kkesin bir kanit yoktur ve meme kanserlerinde bu etkilesimin
aydinlatilmasi i¢in ek ¢alismalara ihtiya¢ vardir. FNI1, C6, C5, F2, SLC16A3 proteinleri

grup 8 icerinde yer alan diger 6nemli proteinlerdir.

Grup 9: Tim gruplarda ifade edilen ancak MDA MB-231'de ifadesi yiiksek oranda artmis
proteinler.

Dokuzuncu gruptaki proteinler Rho, Rac ve Ras gibi GTPaz aktivitesi ve hiicre i¢i aktin
organizasyon yolaklariyla ilgili gorevleri olan proteinlerdir (Sekil 4.48; Bakiniz. EK-5, Ek-
Sekil 9). Bu grup igerisinde belirledigimiz HLA-B, HLA simifi proteinlerden biridir. HLA
smif I tipi molekiiller, T hiicrelerine antijenik peptitler sunarak bir bagisiklik yanitinin ve
antitimor immiin cevabin olusturmasina yardimci olurlar. HLA protein ailesinin tiimor
gelisimi lizerindeki etkileri tam olarak aydinlatilabilmis degildir. HLA-B protein
ekspresyonu ile ilgili pankreas kanseri hiicreleriyle yapilan caligmalar, ekspresyon
seviyesinin ve etkisinin timor tipine bagh olarak degisebilecegini gostermistir (Sliker ve
ark., 2020). Ayrica meme kanseri ve saglikli bireylerin kanlarindan alinan 6rneklerde farkli
HLA mRNA seviyeleri karsilastirilmis ve HLA-B alellerinin ekspresyon seviyelerinde
gruplar arasinda degisiklikler oldugu belirlenmistir. Ancak yapilan bu calismada meme
kanserinin alt tiplenmesi ve karakterizasyonu yapilmadan sonuglar analiz edilmis ve alt tip
karsilagtirilmasi yapilmamustir (Liang ve ark., 2021). Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda
HLA-B seviyesinin MCF-10A'ya gore MCF-7 hiicrelerinde 6nemli 6lgiide azaldigini ve
daha sonra MDA MB-231 hiicrelerinde 6nemli 6l¢iide arttigi goriilmiistiir. HLA-B protein
seviyesinin kontrol gruplarina gére 6ncelikle azalttigi, sonrasinda ise metastatik karakterin
artistyla ciddi bir yiikselme egilimi gosterdigi goriilmiustiir.

MDA MB-231 hiicrelerinde arttigin1 belirledigimiz bir diger protein ise GTPaz ailesinden
CDC42 proteinidir. CDC42'nin meme kanserinde seviyesinin arttirdigi ve epitelyalden
mezenkimal gecis, migrasyon, invazyon, tiimor biiylimesi, anjiyogenez ve onkojenik
transformasyon gibi karsinogenez siireglerinde rol oynadigi bilinmektedir. Tez kapsaminda
CDCA42 protein diizeylerinde belirlenen ifade degisimi literatiir ¢aligmalari ile benzerlik
gostermektedir (Zhang e ark., 2018; Maldonado ve Dharmawardhane, 2019).

Cisplatin direnci ile iligkili bir protein olan VN1RS, G protein reseptor ailesindendir ve

feromon reseptorii aktivitesine sahip oldugu diisliniilmektedir. Kapsamli bir sekilde
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incelenmemis olan VNIRS yeni biyobelirte¢ adaylarindan biridir. Literatiirde kanser ve
VNI1RS5 ile ilgili Wu ve arkadaslarinin 2019 yilinda, mide kanseri ve Jiang ve arkadaslarinin
2022 yilinda skuamoz hiicreli karsinom ile yaptiklar1 deneyler disinda herhangi bir ¢calisma
yoktur (Wu ve ark., 2019; Jiang ve ark., 2022). Tez kapsaminda ilk kez meme kanserinde
analiz edilen VN1R5, MCF10-A ve MCF-7 hiicrelerinde ifade diizeyi benzerlik gosterirken,
MDA MB-231 hiicrelerinde yaklasik 13 katlik artig gostermistir.

Bir E3 ubikuitin ligaz proteini olan TRIM23, giiclii bir prognostik faktér ve kanser
calismalari i¢in potansiyel bir hedeftir. TRIM23, kolorektal kanserlerde bir onkogen olarak
gosterilmistir (Fan ve ark., 2019). Bununla birlikte, literatiirde meme kanserinde TRIM23
ile alakali herhangi bir ¢caligmaya rastlanmamustir.

THBS1, meme kanseri dokularinda hiicre tipine gore hem pro-metastatik hem de anti-
metastatik 6zellik gosteren bir proteindir. THBS1 erken metastatik olmayan hiicre hatlarinda
anjiyogenezi ve timdr biiyiimesini inhibe ederken, ilerlemis metastatik hiicrelerde metastazi
ve migrasyonu tesvik eder (Yee ve ark., 2008). nLC-MS/MS analizleri ile elde ettigimiz

sonugclar litaratiirdeki sonuglarla benzerlik gostermistir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Bu tez ¢alismasinin 6zgiin degeri iki agidan analiz edilebilir. Bunlardan birincisi ¢alismanin
yontemsel olarak 6zgiinliigiidiir. Literatiirde hiicre ylizey proteinlerinin zenginlestirilerek
tanimlanmas1 iizerine onlarca makale bulmak miimkiindiir. Bu makalelerde tezin giris
kisminda da belirtildigi gibi ¢ok sayida farkli yontemsel yaklasimlar kullanilmistir. Ancak
bu yaklasimlarin higbirisi istenilen diizeyde sonu¢ vermemistir. Bu yaklasimlar arasinda en
sik kullanilan1 ve ¢okea tercih edileni hiicre yiizey proteinlerinin kimyasal biyotinilasyon
yaklasimi kullanilarak etiketlenmesi, streptavidin rezin yardimiyla zenginlestirilmesi ve LC-
MS/MS ile tanimlanmasidir. Bu yaklasim diger yaklasimlardan avantajli olmasina ragmen
limitasyonlar1 ¢okca olan bir yaklagimdir. Sunulan bu tez kapsaminda yeni bir yontem
gelistirilmis ve kimyasal biyotinilasyonun tiim limitasyonlar1 agilmistir. Gelistirilen
yontemde hiicre proteinleri verimli bir sekilde biyotin ile etiketlenmis ve zenginlestirilmistir.
Gelistirilen yontemin literatiirdeki diger yontemlere kiyasla asagidaki avantajlara sahip
oldugu sodylenebilir.

1. Kisa siirede reaksiyonun tamamlanmasi: 30 dakika i¢erisinde tiim biyotin isaretleme
stireci tamamlanmaktadir.

2. Uygulamanin kolayligi: islemde saf protein ve reaskyion kompanentlerinnin
hiicrelerin biiyiidiigii ortama reaksyion i¢in yeterlidir.

3. Etiketleme maliyetinin diisikk olmasi: Sadece TurbolD enziminin sentezi ve
saflastirmasi i¢in masraf yapilmasi gerekmektedir.

4. Genis kullanim alanina imkan tanimasi: Hiicre kiiltiirlinlin yapilabildigi tiim canl
sistemlerine uygulanabilir. Hatta bakteri ve maya kiiltiirlerinde de etkili olabilecek
bir yaklagimdir.

5. Cok fazla sayida hiicre ylizey proteini tanimlanmasina izin vermesi: Kimyasal
biyotinilasyona ve diger hiicre yiizey protein zenginlestirme yaklagimlarina gére cok
daha etkin bir zenginlestirme sundugu i¢in, ¢ok daha fazla sayida protein
tanimlamasina izin vermektedir.

6. Hiicre disina salgilanan proteinlerin zenginlestirilerek tanimlanmasina izin vermesi:
sadece hiicre ylizey proteinlerinin degil ayni zamanda hiicre disina salgilanan
proteinlerin ve hiicreler arasin matriks proteinlerinin de tanimlanmasina izin
vermektedir.
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7. Hiicrede toksik etki yaratmiyor olmasi: Dogal bir protein olan TurbolD nin
kullaniliyor olmasi ve canli hiicreler {izerinde kisa siirede etiketlenmenin yapilmasi
nedeni ile hiicre 6liimiine neden olmamaktadir.

8. Hiicre i¢i metabolik yolaklar1 etkilemiyor olmasi: Diger yontemlerin aksine hiicre
icine penetre olmayan bir sistemin kullaniliyor olmasi nedeni ile hiicre i¢i metabolik
yolaklar gelistirilen yontemsel yaklasimdan etkilenmemektedir.

9. Biyolojik bir molekiil araciligi ile zenginlestirmenin dogal yoldan gergeklesiyor
olmasi: Bakterilerde bulunan bir enzim varyantinin kullaniliyor olmasi
zenginlestirmeyi dogal yoldan gerceklestirmeye izin vermektedir.

10. Kitlestirilebilir uniform bir yaklagim olmasi: Gelistirilen yontem ticarilesebilir bir
yaklagimdir ve her laboratuarda kolaylikla kullanilabilir.

11. Giivenilir ve tekrarlanabilir sonuglar vermesi.

Tezin 6zgiinliigline katki yapan ikinci etmen meme kanseri hiicreleri ile yapilan analizlerde
tan1 ve tedaviye izin verebilecek ¢ok sayida yeni biyobelirteg adaylarimin belirlenmis
olmasidir. Tanimlanan hiicre yiizey proteinlerin 6nemli bir kismi1 son birkag yildir glindemde
olan, haklarinda kisitli sayida aragtirma yapilmis ve kanser ¢alismlarinda 6nemli biyobelirteg
adaylar1 olarak gosterilen proteinlerdir. Bununla birlikte tez kapsaminda analiz edilen
proteinlerin 6nemli bir boliimii heniiz meme kanseri agisindan incelenmemistir. Bu tez
caligmasinda bu proteinlerin meme kanserinde ilk kez arastirilmig olmasi tezin 6zgiinliigiini
ve degerini artirmaktadir. Protein ifadelerindeki degisim trendlerine gére olusturulan gruplar
Ozelinde yapilan analizler sonucunda belirlenen biyolojik siire¢ ve molekiiler yolaklar
literatiir caligmalarini biiylik oranda dogrulamistir. Bu durum tez kapsaminda elde edilen
sonuglarin giivenirliligi acisindan olduk¢a Onemlidir. Tez kapsaminda analiz edilen
biyobelirte¢ adayilarinin dogrulanmasi, proteinlerin ileri analizler ile daha ayrintili olarak
irdelenmesi ve ideal biyobelirte¢ adaylar1 olup olmadiklarinin belirlenmesi ¢alismaslarnin

hem zaman hem de mali yiik ag¢isindan daha sonraki ¢aligsmalarda yapilmasi planlanmaistir.
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EKLER

EK-1. Western blot, giimiis boyama ve IF analizlerinde izlenen basamaklar

Western Blotlama (WB) deneyleri i¢in ilk olarak SDS-PAGE (%12 ve %8) jellerde
yiritillen proteinler Trans-Blot Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, ABD) cihazi
kullanilarak jellerden nitroselilloz membranlara (GE Healthcare, Chicago, IL, ABD)

aktarildi. Trasnfer isleminin ardindan asagidaki basamaklar izlendi.

Basamak Zaman ve sicaklik
TBS-T ile yikama 3 kez 10 dakika — oda kosilu.

TBS-T iel hazilanaa %5’lik Blotting-Grade
Blocker ile bloklama ( Biorad #1706404)

60 dakika — oda kosilu

TBS-T ile yikama 10 dakika — oda kosulu

Primer antikor (TBS-T igerisinde) Gece boyu +4°C inkiiasyon ve
ardindan oda kosullarinda 30 dakika.

TBS-T ile yikama 3 kez 10 dakika — oda kosilu

Sekonser antikor (TBS-T igerisinde)
Goat anti mouse Ab. 1:10000 diluiton
TBS-T ile yikama 3 kez 10 dakika — oda kostlu.

Goruntileme

60 dakika — oda kosilu

Tez calismamiz kapsaminda streptavidin kapli manyetik boncuklardan elde edilen
biyotinile proteinlerin miktarinin az olmasi ve konsatrayonlarmin diistikliigii nedeni ile
zenginlestirilen proteinlerin analiz edilmesi i¢in yapilan SDS-PAGE analizlerinde duyarlh
yiiksek olan giimiis boyama teknigi kullanilmistir. Bu analizler ile ilgili tamponlar e izlenen

basamaklar asagidaki taploda belirtilmistir.

Giimiis Boyama

Kullanilan Tampon Icerigi
Jel fiksasyon tamponu %12 Asitik asit, %35 Etanol %0,05 formaldehit
Yikama tamponu %15 Etanol
Duyarlilagtirma tamponu (100 mL | 31,4 mg Sodyum tiyosiilfat pentahidrat Na2S203 - SH20
i¢in)
Glimiis nitrat ¢ozeltisi (100 mLigin) 0,2 g Gimis Nitrat, 75 pL formaldehit
Gelistirme tamponu (100 mL i¢in) | 0,63 mg Sodyum tiyosiilfat pentahidrat Na2S203 - SH20,
Sodyum karbonat (Na.CQOs), 50 uL formaldehit

Durdurma tamponu (100 mL igin) 12 mL Asetik asit,
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Boyama islemi basamaklar:

o

SDS-PAGE sonrast jeller fiksasyon tamponu ile en az 2 saat fiksasyona birakildu.

2. Fiksasyon sonrasi tampon uzaklastirilarak jeller yikma tamponuna alinarak 20 dakika
yikandi.

3. 20 dakika sonrasinda yikama tamponu uzaklastirilarak jel duyarlilagtirma tamponu
icerine aktarildi ve 2 dakika boyunca hafif calkalanarak bekletildi.

4. Duyarhilastirma tamponu uzaklastirilan jeller 2 kez HPLC safliginda su ile yikandi.

5. Yikama islemi ardindan jeller giimiis nitrat ¢dzeltisine konularak 20 dakika hafif
calkalanarak sekilde bekletildi.

6. Bu islem sonrasinda giimiis nitrat tamponu uzaklastirilan jeller 2 kez HPLC safliginda su
ile yikandi.

7. Protein bantlarinin belirlenmesi i¢in jeller gelistirme tamponuna alinarak hafif
calkalanacak sekilde bekletildi.

8. Bantlar belirginlestikten sonra reaksiyonun durdurulmasi i¢in jeller durdurma soliisyonu

i¢erisine aktarildi.

IF analizlerinden izlenen basamakalr1 asagida gosterilmistir.

T ~ .
iy PBS ile =0mM PBS ile %0.5
Formaldehit K Amonyum K Triton X-100
ile Fiksasyon 2;:( amlf ™ Klorid I él:( amle(l ™ . ondk-
20.dk. 5 dk.- 3 kez 5 dk gy 5 dk.- 3 kez 2 dk.
J
p Primer antikor . ) 2
[ PBS ile veya PBSile PBSile
yikama Streptavidin- yikama yikama
5 dk.- 3 kez 98 5 dk.- 3 kez 5 dk.- 3 kez
60 dk. \ J Y
J
s =5
( DAPI PBSile dH,Oiile Mowiol ile
(1:20000) ylkama [  ykama coverslipin
10 dk. 5 dk.-2 kez 5 dk.-1 kez kapatilmasi
N J
EK-2. IF ve WB analizlerinde kullanilan antikor ve proteinler
Deneylerde Kullanilan Katalog Numarasi
Antikorlar (Katalog No.) Uygulama
Anti-Myc -Mouse Cell signaling, 2276S WB: 1/1000 IF: 1/250
Anti-BirA-Mouse Novus NBP2-59939 WB: 1/1000
Anti-Na/K ATPase -Mouse Santa Cruz sc-71638 WB: 1/200, IF:1/200
Anti-VDAC1/Porin-Mouse Santa Cruz sc-390996 WB: 1/1000
Anti-N-cadherin-Mouse Santa Cruz sc-8424 WB: 1/1000
Beta-Aktin Santa Cruz sc-69879 WB: 1/2000
Anti-6X-His-Mouse Invitrogen, R930-25 WB: 1/1000
Goat IgG Anti-Mouse HRP Bio-Rad, 170-5047 WB: 1/10000
Anti Mouse TexasRed Thermo Scientific, T-6390 | IF: 1/1000
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Anti-Mouse 1gG H&L (FITC) | Abcam, ab6785 IF: 1/1000
Streptavidin-HRP Thermo Scientific, N100 IF: 1/4000
Streptavidin-TexasRed Vector, SA-5006-1 WAB: 1/1000
EK-3. Kullamlan Tampon icerikleri
Kullanilan Tampon Icerigi

PBS tamponu

0,01 M fosfat tamponu, 0,0027 M potasyum kloriir ve
0,137 M sodyum kloriir, pH 7,4

LB s1v1 besiyeri

10 g/L Tripton 10 g/L NaCl 5 g/L Maya Ekstresi

SOB (siiper optimal besiyeri)

0,1 mL i¢in: 2 g Tripton, 0,5 g Maya Ekstresi, 0,05
NaCl, 0,02 g KCI

25mM bisine ve 150mM sodyum
kloriir (pH 7.6) iginde tescilli
deterjan

25mM bisine ve 150mM sodyum kloriir (pH 7.6) iginde
tescilli deterjan

RIPA tamponu

50 mM Tris HCI, 150 mM NaCl, %1,0 (v/v) NP-40,
%0,5 (a/h) Sodyum Deoksikolat, 1,0 mM EDTA, %0,1
(a/h) SDS ve %0,01 (a/h) pH 7.4'te sodyum azid.
(Thermo Fisher Scientific)

Ni-NTA kolon baglanma tamponu

20 mM sodyum fosfat, 0,5 M NaCl, 40 mM imidazol
pH:7.4

Ni-NTA kolon eliisyon tamponu

20 mM sodyum fosfat, 0,5 M NaCl, 500 mM imidazol
pH:7.4

Amiloz resin baglanma tamponu

20 mM tris, 200mM NaCl ImM EDTA 10 mM -
merkaptoetanol

Amiloz resin eliisyon tamponu

10 mM maltoz

2D rehidrasyon tamponu

8 M iire, 130 mM DTT, %4 w/v CHAPS

BirA enzimi saklama tamponu

25 mM Tris CI, 50 mM NaCl, 1ImM DTT, %10 gliserol
(pH:7.2

Biyotinilasyon i¢in kullanilan
reaksiyon tamponu

DMEM ve MEGM igerisinde; 0,5 mM biyotin, 1 mM
ATP, 5 mM MgCl;

Biyotin kapli manyetik boncuklar —
firmanin 6nerdigi eliisyon tamponu

0,1 M Glisin-HCL pH:2.2

Biyotin kapli manyetik boncuklar-
literatiir ¢alismalarinda belirtilen ve
biyotin igeren eliisyon tamponu
(Cheah ve Yamada, 2017)

25mM biyotin, 25 mM Tris-Cl pH: 8.0

Biyotin kapli manyetik boncuklar -
eliisyon tamponu

2%SDS, 30 mM biyotin, 0.3 M NaCl, 25 mM TrisHCL,
pH:7.4

SDS-PAGE Ayirict Jel bilesimi
(%12)

375 mM Tris-HCI (pH 8,8), %12 (a/h) Akrilamid/bis-
akrilamid soliisyonu, %0,1 (a/h) SDS, %0,1 APS, %0,05
(h/h) tetrametiletilendiamin (TEMED).
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SDS-PAGE iist jel bilesimi (%4)

125 mM Tris-HCI (pH 6,8), %4 (a/h)
Akrilamid/bisakrilamid ¢ézeltisi, %0,1 (a/h) SDS, %0,1
APS, %0,05 (v/v) TEMED

Akrilamid/bisakrilamid soliisyonu

%30 (agirlik/hacim) akrilamid, %0,8 (agirlik/hacim)
bisakrilamid(37,5:1 (agirlik/agirlik))

6 X Yiikleme Boyasi

0,5M Tris-HCI pH 6.8, Gliserol (%99.7), %10 SDS, 8-
Merkaptoetanol, %0.5 (a/h) Bromfenol mavisi

Jel fiksasyon tamponu

%40 (v/v) Etanol (%99), %10 (v/v) asetik asit (%85)

Comassie brilland blue G-250 i¢in
boyama soliisyonu

757 mM amonyum siilfat, 1,45 mM Coomassie Brilliant
Blue, %10 fosforik asit (v/v), %20 (v/v) metanol

Western Transfer Tamponu

25 mM Tris-HCI, 192 mM glisin, %20 metanol (v/v),
1,3 mM SDS

TBS-T

25 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, pH 7,2, %0,1 Tween20

Membran bloklama soliisyonu

TBS-T icinde %5 yagsiz siit tozu

Ponceau S boyama tamponu

1,5 mM Ponceau S, 0,5 mL Asetik asit (v/v)

TAE tamponu (50x-1L)

242 g Tris, 57,1 ml glacial asetik asit, 100 ml 0,5 M
EDTA soliisyonu (pH 8,0
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EK-4. nLC-MS/MS analizleri sonucu elde edilen proteinler
EK-Tablo 3.1: nLC-MS/MS analizleri sonucu elde edilen membran protienleri

Score Protein Protein

Accession . 4 # MW SeqU(.est yogunluk yogunluk
o Protein Tanim1 Peptiler Unlgue [kDa] HT: orani orani
Peptides Sequest  (mcf7) / 231)/
HT (mcfl10A) (mcfl0A)
Q15149 Plectin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PLEC PE=1 SV=3 140 135 5315 957,25 0,044 0,218
Keratin, type | cytoskeletal 16 OS=Homo sapiens OX=9606
P08779 GN=KRT16 PE=1 SV=4 23 12 51,2 683,81 0,409 1,022
Elongation factor 1-alpha OS=Homo sapiens OX=9606
AOA087WVQ9 GN=EEF1Al PE=1 SV=2 12 4 49,8 543,26 0,839 1,988
Annexin A2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ANXA2 PE=1
P07355 Sv=2 20 20 38,6 527,72 0,033 0,428
Heat shock cognate 71 kDa protein OS=Homo sapiens OX=9606
P11142 GN=HSPA8 PE=1 SV=1 17 14 70,9 179,05 1,261 1,5
ADP/ATP translocase 1 OS=Homo sapiens OX=9606
P12235 GN=SLC25A4 PE=1 SV=4 9 2 33 167,69 9,778 0,232
Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 OS=Homo
Q15582 sapiens OX=9606 GN=TGFBI PE=1 SV=1 22 22 746 153,94 0,01 0,016
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase OS=Homo sapiens
P04406 0X=9606 GN=GAPDH PE=1 SV=3 8 8 36 123,29 0,067 0,847
P35232 Prohibitin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PHB PE=1 SV=1 12 12 29,8 105,55 0,309 0,38
P21333 Filamin-A OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FLNA PE=1 SV=4 42 40 280,6 102,16 0,043 0,306
Alpha-enolase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ENO1 PE=1
P06733 SV=2 10 10 47,1 97,71 0,305 1,549

Heat shock 70 kDa protein 1B OS=Homo sapiens OX=9606
AOA0G2JIW1 GN=HSPA1B PE=1 SV=1 12 10 70,1 95,7 1,349 0,306
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Heat shock 70 kDa protein 1B OS=Homo sapiens OX=9606

PODMV9 GN=HSPA1B PE=1 SV=1 11 9 70 93,48 1,296 0,336
60 kDa heat shock protein, mitochondrial OS=Homo sapiens

P10809 0X=9606 GN=HSPD1 PE=1 S\V=2 15 15 61 85,4 1,871 1,049

P58107 Epiplakin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=EPPK1 PE=1 SV=3 13 8 5553 82,92 21,939 0,01
Heat shock protein HSP 90-alpha OS=Homo sapiens OX=9606

P07900 GN=HSP90AA1 PE=1 SV=5 13 4 846 82,79 0,041 0,01
Complement component C9 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=C9

P02748 PE=1 SV=2 4 4 63,1 81,08 0,01 0,331
Endoplasmin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HSP90B1 PE=1

P14625 Sv=1 18 16 92,4 78,8 0,294 0,833
Endoplasmin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HSP90B1 PE=1

AOA7POTAEl1 SV=1 17 15 90,7 78,8 0,526 0,253
Phosphate carrier protein, mitochondrial OS=Homo sapiens

Q00325 0X=9606 GN=SLC25A3 PE=1 SV=2 9 9 40,1 77,26 2,264 0,749

P23528 Cofilin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CFL1 PE=1 SV=3 6 6 18,5 72,78 0,709 2,011
Ras-related protein Rab-35 OS=Homo sapiens OX=9606

Q15286 GN=RAB35 PE=1 SV=1 3 1 23 66,93 0,01 0,01
Ras-related protein Rab-35 (Fragment) OS=Homo sapiens

FSH157 0X=9606 GN=RAB35 PE=1 SV=1 3 1 21,2 66,93 0,01 0,01
Ras-related protein Rab-13 OS=Homo sapiens OX=9606

P51153 GN=RAB13 PE=1 SV=1 3 1 22,8 64,78 0,01 0,01

Q99623 Prohibitin-2 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=PHB2 PE=1 SV=2 13 13 333 62,46 0,504 0,755
Neuroblast differentiation-associated protein AHNAK OS=Homo

Q09666 sapiens OX=9606 GN=AHNAK PE=1 S\VV=2 36 36 628,7 61,77 0,102 0,459

P35579 Myosin-9 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=MYH9 PE=1 S\V=4 22 22 226,4 58,07 0,025 0,387
4F2 cell-surface antigen heavy chain OS=Homo sapiens OX=9606

F5GZS6 GN=SLC3A2 PE=1 SV=1 10 10 64,8 47,47 0,698 0,426
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Unconventional myosin-lc OS=Homo sapiens OX=9606

000159 GN=MYO1C PE=1 SV=4 16 16 1216 38,95 2,106 0,916
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F OS=Homo sapiens

P52597 0X=9606 GN=HNRNPF PE=1 SV=3 3 3 45,6 37,52 0,269 1,133
Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein OS=Homo

Q02978 sapiens OX=9606 GN=SLC25A11 PE=1 SV=3 7 7 34 34,33 2,581 1,587

Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase 48
kDa subunit OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DDOST PE=1

P39656 Sv=4 7 7 50,8 31,77 0,528 1,038
Ras-related protein Rab-5C OS=Homo sapiens OX=9606

P51148 GN=RAB5C PE=1 SV=2 4 3 23,5 31,14 1,538 1,259
ADP-ribosylation factor 3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ARF3

P61204 PE=1 SV=2 6 2 20,6 31,05 0,389 1,535

F5H423 Uncharacterized protein OS=Homo sapiens OX=9606 PE=3 SV=1 6 2 23,3 31,05 0,43 0,75
ATP-dependent RNA helicase DDX3X OS=Homo sapiens

000571 0X=9606 GN=DDX3X PE=1 SV=3 10 10 73,2 30,95 0,588 1,892
Ras-related protein Rab-7a OS=Homo sapiens OX=9606

P51149 GN=RAB7A PE=1 SV=1 6 6 23,5 30,76 3,854 1,108
ADP-ribosylation factor 5 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ARF5

P84085 PE=1SV=2 5 1 20,5 29,45 100
Aminopeptidase N OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ANPEP

P15144 PE=1 SV=4 12 12 109,5 28,87 0,01 0,569

Q03135 Caveolin-1 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=CAV1 PE=1SVv=4 4 4 20,5 26,79 0,012 0,362

P27824 Calnexin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CANX PE=1 SV=2 4 4 67,5 25,8 0,262 0,848

AOA7POTAE9 Calnexin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CANX PE=1 SV=1 4 4 71,3 25,8 0,286 0,672

Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2 OS=Homo
P04899 sapiens OX=9606 GN=GNAI2 PE=1 SV=3 4 3 404 25,73 0,015 0,318

5'-nucleotidase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NT5E PE=1
P21589 Sv=1 11 11 63,3 25,67 0,01 0,281
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Ras-related protein Rab-5A OS=Homo sapiens OX=9606

P20339 GN=RAB5A PE=1 SV=2 3 2 23,6 23,78 26,228 1,463
Serine protease HTRA1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HTRA1

Q92743 PE=1SV=1 6 6 51,3 23 0,01 0,343
Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha isoforms

Q5JWE9 short OS=Homo sapiens OX=9606 GN=GNAS PE=1 SV=3 4 3 1095 22,52 0,119 0,268

075369 Filamin-B OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FLNB PE=1 SV=2 15 13 278 22,49 0,034 0,683
Ryanodine receptor 2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RYR2

Q92736 PE=1 SV=3 2 2 564,2 22,38 0,02 0,686
Caveolae-associated protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606

Q6NZI2 GN=CAVIN1 PE=1 SV=1 4 4 43,5 22,21 0,056 1,591

P02751 Fibronectin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FN1 PE=1 SV=5 13 13 272,2 20,82 0,019 0,119
Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha isoforms

Q5JWF2 XLas OS=Homo sapiens OX=9606 GN=GNAS PE=1 SV=2 4 3 111 20,7 0,106 0,399
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 OS=Homo

P16615 sapiens OX=9606 GN=ATP2A2 PE=1 SV=1 9 9 114,7 19,97 1,946 3,861

094905 Erlin-2 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=ERLIN2 PE=1 SV=1 7 7 37,8 19,58 1,007 0,978
Ras-related protein Rap-1b OS=Homo sapiens OX=9606

P61224 GN=RAP1B PE=1 SV=1 5 5 20,8 17,56 0,589 1,46
Clathrin heavy chain OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CLTC

AO0A087WVQ6 PE=1SV=1 16 16 1919 16,52 0,098 0,797
Ras-related protein Rab-2B OS=Homo sapiens OX=9606

Q8WUD1 GN=RAB2B PE=1 SV=1 3 3 24,2 16,26 0,231 0,357

P26038 Moesin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MSN PE=1 SV=3 6 6 67,8 15,59 0,01 0,838
Complement component C6 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=C6

P13671 PE=1 SV=3 1 1 104,7 15,05 0,028 0,156
Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar2 OS=Homo

Q9UJSO sapiens OX=9606 GN=SLC25A13 PE=1 SV=2 14 14 74,1 14,23 1,23
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ATP synthase subunit O, mitochondrial OS=Homo sapiens

P48047 0X=9606 GN=ATP5PO PE=1 SV=1 3 3 23,3 13,56 0,857 0,01
Ras-related protein Rab-11A OS=Homo sapiens OX=9606

P62491 GN=RAB11A PE=1 SV=3 3 3 24,4 13,39 2,821
Elongation factor 2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=EEF2 PE=1

P13639 Sv=4 5 5 95,3 12,77 0,885 2,145
CDA44 antigen (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CD44

HOYCV9 PE=1SV=2 1 1 30,6 12,16 0,01 1,756
Transferrin receptor protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606

P02786 GN=TFRC PE=1 SV=2 10 10 84,8 11,83 3,72 6,989
Antithrombin-111 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SERPINC1

P01008 PE=1SV=1 2 2 52,6 11,62 0,01 0,273
Monocarboxylate transporter 4 OS=Homo sapiens OX=9606

J3QQV?2 GN=SLC16A3 PE=1 SV=9 2 2 44,4 11,2 0,01 0,112

E7EUI6 Integrin beta OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=ITGB1 PE=1 SV=2 5 5 88,7 11,19 0,01 0,01
NADH-cytochrome b5 reductase 1 OS=Homo sapiens OX=9606

Q9UHQ9 GN=CYB5R1 PE=1 SV=1 4 4 34,1 11,05 0,106 0,219
Keratin, type I cytoskeletal 17 OS=Homo sapiens OX=9606

Q04695 GN=KRT17 PE=1 SV=2 5 2 48,1 10,64 0,001 0,001
Arf-GAP with SH3 domain, ANK repeat and PH domain-containing

043150 protein 2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ASAP2 PE=1 SV=3 1 1 1116 10,49 14,501 17,996
HLA class | antigen OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HLA-B

D9J307 PE=1 SV=1 2 2 40,4 10,35 0,01 18,871
HLA class | histocompatibility antigen, B alpha chain (Fragment)

A0A140T953 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HLA-B PE=1 SV=1 2 1 27,7 10,35 100
HLA class | histocompatibility antigen, A alpha chain OS=Homo

AOAIW?2PSE7 sapiens OX=9606 GN=HLA-A PE=1 SV=1 2 1 40,7 10,35 0,01 13,447

Ras-related protein Rab-14 OS=Homo sapiens OX=9606
P61106 GN=RAB14 PE=1 SV=4 5 4 23,9 10,25 0,07
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Ras-related protein Rab-14 (Fragment) OS=Homo sapiens

X6RFL8 0X=9606 GN=RAB14 PE=1 SV=1 4 3 20,4 10,25 0,128 0,055

P04004 Vitronectin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=VTN PE=1 SV=1 1 1 54,3 10,09 0,01 0,746

F5GY37 Prohibitin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PHB2 PE=1 SV=1 5 5 29,7 9,92 0,001 2,078

P01031 Complement C5 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=C5 PE=1 SV=4 4 4 188,2 9,85 0,01 0,175
Protein disulfide-isomerase A6 OS=Homo sapiens OX=9606

Q15084 GN=PDIA6 PE=1 SV=1 4 4 48,1 9,76 3,087 0,085
Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1 OS=Homo sapiens

P46940 0X=9606 GN=IQGAP1 PE=1 SV=1 9 9 189,1 9,64 1,506 1,751
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 OS=Homo sapiens OX=9606

P33121 GN=ACSL1 PE=1SVv=1 5 5 77,9 9,35 0,01 0,216
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 OS=Homo sapiens OX=9606

B72379 GN=ACSL1 PE=1SVv=1 3 3 58,5 9,35 0,01 0,01
Integrin beta-4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ITGB4 PE=1

P16144 SV=5 8 8 202 9,17 0,112 0,471

P27105 Stomatin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=STOM PE=1 SV=3 5 5 31,7 9,04 0,27 0,656
Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 OS=Homo

P21796 sapiens OX=9606 GN=VDAC1 PE=1 SV=2 5 5 30,8 8,34 0,329 0,288
Stomatin-like protein 2, mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606

Q9UJZ1 GN=STOML?2 PE=1 SV=1 2 2 38,5 8,26 1,351 1,75
Microsomal glutathione S-transferase 1 OS=Homo sapiens

P10620 0X=9606 GN=MGST1 PE=1 SV=1 1 1 17,6 8,12 0,01 0,271
Extended synaptotagmin-1 OS=Homo sapiens OX=9606

Q9BSJ8 GN=ESYT1 PE=1Sv=1 4 4 122,8 7,8 0,099 1,998
7-dehydrocholesterol reductase OS=Homo sapiens OX=9606

AOA804HI25 GN=DHCR7 PE=4 SV=1 2 2 56,3 7,25 28,919 1,434
Neogenin (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NEO1

Q59FP8 PE=1SV=1 1 1 1239 7,22 0,01 0,727
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Zinc-alpha-2-glycoprotein OS=Homo sapiens OX=9606

P25311 GN=AZGP1 PE=1 SV=2 34,2 6,89 5,791 1,753
Junction plakoglobin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=JUP PE=1

P14923 SV=3 81,7 6,62 1,484 10,105
Keratin, type | cytoskeletal 15 OS=Homo sapiens OX=9606

P19012 GN=KRT15 PE=1 SV=3 49,2 6,62 0,001 0,001
Alpha-actinin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ACTN1 PE=1

P12814 Sv=2 103 6,41 0,01 0,01
Alpha-actinin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ACTN1 PE=1

AQATI2V4AY4  SV=1 103,5 6,41 0,01 0,01
Secl family domain-containing protein 1 OS=Homo sapiens

Q8WVM8 0X=9606 GN=SCFD1 PE=1 SV=4 72,3 6,29 4,96 0,681
Secl family domain-containing protein 1 OS=Homao sapiens

AOAT7I2V3Y3 0X=9606 GN=SCFD1 PE=1 SV=1 12,1 6,29 6,037 0,472
Cytoskeleton-associated protein 4 OS=Homo sapiens OX=9606

Q07065 GN=CKAP4 PE=1 SV=2 66 5,96 0,119 0,582

Q14315 Filamin-C OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FLNC PE=1 SV=3 290,8 5,89 0,01 26,587
Annexin A1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ANXAL1 PE=1

P04083 Sv=2 38,7 5,71 0,01 0,533
Surfeit locus protein 4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SURF4

015260 PE=1 SV=3 30,4 5,63 1,037 0,01
3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 OS=Homo sapiens

Q99714 0X=9606 GN=HSD17B10 PE=1 SV=3 26,9 5,42 3,274 1,465
Unconventional myosin-1b OS=Homo sapiens OX=9606

E9PDF6 GN=MYO1B PE=1 SVv=1 128,4 511 0,01 1,727
Complement component C8 alpha chain OS=Homo sapiens

P07357 0X=9606 GN=C8A PE=1 SVV=2 65,1 5,07 0,01 0,01
Protein Niban 2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NIBAN2 PE=1

Q96TAL Sv=3 84,1 4,76 0,01 1,688

QINQC3 Reticulon-4 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=RTN4 PE=1 S\VV=2 1299 471 0,602 0,085
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AP-2 complex subunit beta OS=Homo sapiens OX=9606

P63010 GN=AP2B1 PE=1 SV=1 1045 4,67 1,921 0,01
AP-2 complex subunit beta (Fragment) OS=Homo sapiens

AOA087WYD1 0OX=9606 GN=AP2B1 PE=1 SV=1 70,9 4,67 2,328 0,01

Q16658 Fascin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FSCN1 PE=1 SV=3 54,5 4,55 1000
40S ribosomal protein SA OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RPSA

P08865 PE=1SV=4 32,8 4,44 0,759
Lysophosphatidylcholine acyltransferase 1 OS=Homo sapiens

Q8NF37 0X=9606 GN=LPCAT1 PE=1 SV=2 59,1 4,36 100
EH domain-containing protein 2 OS=Homo sapiens OX=9606

QINZN4 GN=EHD2 PE=1 SV=2 61,1 4,36 0,01 0,01
Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 (Fragment) OS=Homo

MOR1V7 sapiens OX=9606 GN=UBA52 PE=1 SV=1 7,1 4,26 0,152 0,369
Ras-related protein Rap-2¢c OS=Homo sapiens OX=9606

Q9Y3L5 GN=RAP2C PE=1 SV=1 20,7 4,25 13,389 2,052
Ras-related protein Rab-18 OS=Homo sapiens OX=9606

QINP72 GN=RAB18 PE=1 SV=1 23 4,1 4,27 1,028

Q5D862 Filaggrin-2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FLG2 PE=1 SV=1 2479 4,08 0,698 3,438
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M (Fragment) OS=Homo

MORO019 sapiens OX=9606 GN=HNRNPM PE=1 S\VV=8 37,6 4,06 0,001 0,001
Major facilitator superfamily domain-containing protein 10

Q14728 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MFSD10 PE=1 SV=1 48,3 3,97 100
Major facilitator superfamily domain-containing protein 10

D6RI1Z4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MFSD10 PE=1 SV=1 38,2 3,97 100
Epidermal growth factor receptor OS=Homo sapiens OX=9606

P00533 GN=EGFR PE=1 SV=2 1342 3,89 0,01 0,775
Ras-related protein Rab-3C OS=Homo sapiens OX=9606

Q96E17 GN=RAB3C PE=1 SV=1 25,9 3,84 100
Ras-related protein Rab-6A OS=Homo sapiens OX=9606

P20340 GN=RAB6A PE=1 SV=3 23,6 3,84 1,051 0,179
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Ras-related protein Rab-3D OS=Homo sapiens OX=9606

095716 GN=RAB3D PE=1 SV=1 5 2 24,3 3,84 0,455 0,378
Cell division control protein 42 homolog OS=Homo sapiens

P60953 0X=9606 GN=CDC42 PE=1 S\V=2 2 2 21,2 3,83 0,365 5,124
Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(O) subunit

Q9UBI6 gamma-12 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=GNG12 PE=1 SV=3 1 1 8 3,82 0,01 0,01

Q15019 Septin-2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SEPTIN2 PE=1 SV=1 5 5 41,5 3,76 0,01 0,01
Amino acid transporter OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SLC1A5

MOQXM4 PE=1SV=1 3 3 39,4 3,72 0,111 1,632
Myeloid-associated differentiation marker OS=Homo sapiens

Q96597 0X=9606 GN=MYADM PE=1 SV=2 2 2 35,3 3,69 0,01 1,084

P00734 Prothrombin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=F2 PE=1 S\VV=2 1 1 70 3,69 0,01 0,064
Myeloid-associated differentiation marker (Fragment) OS=Homo

C9JJV6 sapiens OX=9606 GN=MYADM PE=1 SV=8 1 1 15,9 3,69 0,01 0,914

QINZM1 Myoferlin OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=MYOF PE=1SV=1 4 4 2346 3,66 0,01 0,41

Q8N271 Prominin-2 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=PROM2 PE=1 SV=1 1 1 91,8 3,65 0,01 1,342
X-ray repair cross-complementing protein 5 OS=Homo sapiens

P13010 0X=9606 GN=XRCC5 PE=1 SV=3 3 3 82,7 3,62 0,39 0,694
CD109 antigen OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CD109 PE=1

Q6YHK3 Sv=2 4 4 161,6 3,59 0,01 0,187
Ribosomal protein L15 (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606

AOA2R8Y738 GN=RPL15PE=1SV=1 1 1 16,3 3,43 0,001 0,001
Cadherin-13 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CDH13 PE=1

P55290 Sv=1 2 2 78,2 3,37 0,01 0,01
Secl family domain-containing protein 2 OS=Homo sapiens

Q8WU76 0X=9606 GN=SCFD2 PE=1 SV=2 1 1 75,1 3,35 0,01 0,01

Vomeronasal type-1 receptor 5 OS=Homo sapiens OX=9606
Q7Z5H4 GN=VN1R5 PE=2 S\VV=2 2 2 40,8 3,22 1,007 12,749
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Coronin-1C OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CORO1C PE=1

QoULV4 Sv=1 53,2 3,08 0,01 2,012

B4E3S0 Coronin OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=CORO1C PE=1 SV=1 41,6 3,08 0,01 0,745
ADP-ribosylation factor-like protein 8A OS=Homo sapiens

Q96BM9 0X=9606 GN=ARL8A PE=1 SV=1 21,4 2,59 0,404 0,402
Protein S100-A10 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=S100A10

P60903 PE=1 SV=2 11,2 2,38 0,01 0,438

F8W7UOQ Intersectin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ITSN1 PE=1 SV=1 129,9 2,35 100
E3 ubiquitin-protein ligase TRIM4 OS=Homo sapiens OX=9606

Q9C037 GN=TRIM4 PE=1 SV=2 57,4 2,23 0,01 0,297
Complement component C7 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=C7

P10643 PE=1 SV=2 93,5 2,19 0,01 0,23
Aspartyl/asparaginyl beta-hydroxylase OS=Homo sapiens

Q12797 0X=9606 GN=ASPH PE=1 SV=3 85,8 2,19 0,01 0,01
Plasminogen activator inhibitor 1 OS=Homo sapiens OX=9606

P05121 GN=SERPINE1 PE=1 SV=1 45 2,15 0,01 0,893

P01024 Complement C3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=C3 PE=1 SV=2 187 2,15 0,01 0,01
Serpin B5 (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606

C9JLM5 GN=SERPINB5 PE=1 SV=1 14,3 2,15 0,01 0,01
Propanoyl-CoA:carbon dioxide ligase subunit alpha (Fragment)

AOA1BOGU58 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PCCA PE=1 SV=1 67,3 2,03 0,001 0,033
E3 ubiquitin-protein ligase TRIM23 OS=Homo sapiens OX=9606

P36406 GN=TRIM23 PE=1 SV=1 64 1,99 0,01 7,476
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type OS=Homo sapiens

B4DSN5 0X=9606 GN=PTPN1 PE=1 SV=1 41,2 1,92 0,215 4,35

G3V1Q4 Septin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SEPTIN7 PE=1 S\VV=2 46,5 1,91 0,01 0,01
Septin-7 (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SEPTIN7

AOAQUIRRH9 PE=1SV=1 16,5 1,91 0,01 1,675
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Extended synaptotagmin-2 OS=Homo sapiens OX=9606

AOA499FIX8 GN=ESYT2PE=1SV=1 93,9 1,86 0,01 1,038
Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 3 OS=Homo sapiens

Q14573 0X=9606 GN=ITPR3 PE=1 SV=2 303,9 1,84 0,01 0,01
60S ribosomal protein L7a (Fragment) OS=Homo sapiens

Q5T8U3 0X=9606 GN=RPL7A PE=1 SV=1 21,5 1,84 0,001 0,001
ATPase family AAA domain-containing protein 3B OS=Homo

Q5T9A4 sapiens OX=9606 GN=ATAD3B PE=1 SV=1 72,5 1,79 0,482 0,116
Thrombospondin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=THBS1

P07996 PE=1 SV=2 129,3 1,78 20,697
Bifunctional glutamate/proline--tRNA ligase OS=Homao sapiens

P07814 0X=9606 GN=EPRS1 PE=1 SV=5 170,5 1,77 0,01 0,01
Ribosomal protein L19 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RPL19

AOA7I2YQG2 PE=1SV=1 25,7 1,77 0,001 0,001
Enoyl-CoA hydratase OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=HADHA

HOYFD6 PE=1 SV=2 86,3 1,75 0,001 0,001
Nicotinamide phosphoribosyltransferase OS=Homo sapiens

P43490 0X=9606 GN=NAMPT PE=1 SV=1 55,5 1,74 47,692
Immunoglobulin heavy variable 1-3 OS=Homo sapiens OX=9606

AOA0C4DH29 GN=IGHV1-3 PE=3 SV=1 13 1,73 0,01 0,01

A0A2R8Y5S7 Radixin OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=RDX PE=1 SV=1 69,3 1,69 0,001 0,343
L-lactate dehydrogenase A chain OS=Homo sapiens OX=9606

P00338 GN=LDHA PE=1 SV=2 36,7 1,66 0,001 0,001

E9PQM1 Cathepsin B OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CTSB PE=1 SV=2 31,3 1,65 0,01 0,01

Q9Y490 Talin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TLN1 PE=1 SV=3 269,6 1,63 0,055 4,729
Plasma membrane calcium-transporting ATPase 1 OS=Homo

P20020 sapiens OX=9606 GN=ATP2B1 PE=1 SV=4 134,6 1,62 100
Ras-related protein R-Ras OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RRAS

P10301 PE=1SV=1 23,5 1,6 0,01 0,01
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P15924 Desmoplakin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DSP PE=1 SV=3 331,6 100
ATP-binding cassette sub-family A member 13 OS=Homo sapiens

Q86UQ4 0X=9606 GN=ABCA13 PE=2 SV=3 575,8 100
Protein disulfide-isomerase OS=Homo sapiens OX=9606

P07237 GN=P4HB PE=1 SV=3 57,1 100 100
Semaphorin-3C OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SEMA3C PE=2

Q99985 Sv=2 85,2 100
Mucin-like protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MUCL1

Q96DR8 PE=1SV=1 9 100 100

Q6N022 Teneurin-4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TENM4 PE=1 SV=2 307,8 100
Polo-like kinase 4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PLK4 PE=1

J3KR82 Sv=1 100 100
Protein S100-A8 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=S100A8 PE=1

P05109 Sv=1 10,8 100 100
Catenin alpha-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CTNNA1 PE=1

P35221 Sv=1 100 100
Immunoglobulin kappa constant OS=Homo sapiens OX=9606

P01834 GN=IGKC PE=1 SV=2 11,8 100 100
Regulator of G-protein signaling 12 OS=Homo sapiens OX=9606

014924 GN=RGS12 PE=1 SV=1 156,3 100 100
Protocadherin alpha-13 OS=Homo sapiens OX=9606

Q9Y5I0 GN=PCDHA13 PE=2 SV=1 102,4 100
Monocarboxylate transporter 9 OS=Homo sapiens OX=9606

Q7RTY1 GN=SLC16A9 PE=1 SV=1 55,8 100
Cardiomyopathy-associated protein 5 OS=Homo sapiens OX=9606

Q8N3K9 GN=CMYAS5 PE=1 SV=3 4489 100
Desmoglein-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DSG1 PE=1

Q02413 Sv=2 113,7 100 100
Coatomer subunit beta OS=Homo sapiens OX=9606 GN=COPB1

P53618 PE=1 SV=3 107,1 100
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Voltage-dependent calcium channel subunit alpha-2/delta-2

QINY47 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=CACNA2D2 PE=1 SV=2 129,7 100
Phosphorylase b kinase regulatory subunit alpha, liver isoform

P46019 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=PHKA?2 PE=1 SV=1 138,3 100
WD repeat and FYVE domain-containing protein 3 OS=Homo

Q81ZzQ1 sapiens OX=9606 GN=WDFY3 PE=1 SV=2 395 100
Desmocollin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DSC1 PE=1

Q08554 Sv=2 99,9 100
L-xylulose reductase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DCXR

Q7Z4W1 PE=1 SV=2 25,9 100
3-beta-hydroxysteroid-Delta(8),Delta(7)-isomerase OS=Homo

Q15125 sapiens OX=9606 GN=EBP PE=1 SV=3 26,3 100
Unconventional myosin-ld OS=Homo sapiens OX=9606

094832 GN=MYO1D PE=1 SV=2 116,1 100
Lipase member H OS=Homo sapiens OX=9606 GN=LIPH PE=1

Q8WWYS8 Sv=1 50,8 100 100
Neurobeachin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NBEA PE=1

Q5T321 Sv=2 330,2 100

095197 Reticulon-3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RTN3 PE=1 SV=2 112,5 100
Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit beta OS=Homo

014920 sapiens OX=9606 GN=IKBKB PE=1 SV=1 86,5 100
Putative gap junction epsilon-1 protein OS=Homo sapiens

ABNN92 0X=9606 GN=GJE1 PE=5 SV=1 23,7 100
Endogenous retrovirus group K member 6 Env polyprotein

Q69384 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ERVK-6 PE=1 SV=1 79,2 100
Caspase-10 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CASP10 PE=1

Q92851 Sv=3 58,9 100

075445 Usherin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=USH2A PE=1 SV=3 575,2 100
DnaJ homolog subfamily A member 3, mitochondrial OS=Homo

Q96EY1 sapiens 0X=9606 GN=DNAJA3 PE=1 SV=2 52,5 100
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TRAF2 and NCK-interacting protein kinase OS=Homo sapiens

Q9UKES 0X=9606 GN=TNIK PE=1 SV=1 1 1 154,8 0 100
Guanine nucleotide exchange factor DBS OS=Homo sapiens

015068 0X=9606 GN=MCF2L PE=1 SV=2 1 1 128 0 100
Transforming growth factor beta activator LRRC32 OS=Homo

Q14392 sapiens OX=9606 GN=LRRC32 PE=1 SV=1 1 1 71,9 0 100

Q00341 Vigilin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HDLBP PE=1 S\V=2 1 1 1414 0 100
DNA repair protein-complementing XP-C cells (Fragment)

E7EUBS OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=XPC PE=1 SV=1 1 1 18,6 0 100
BTB/POZ domain-containing protein KCTD3 OS=Homo sapiens

Q9Y597 0X=9606 GN=KCTD3 PE=1 SV=2 1 1 88,9 0 94,4 2,686
Short transient receptor potential channel 4 OS=Homo sapiens

Q9UBN4 0X=9606 GN=TRPC4 PE=1 SV=1 1 1 112 0 47,219 0,01
GTPase KRas OS=Homo sapiens OX=9606 GN=KRAS PE=1

P01116 Sv=1 2 2 21,6 0 31,763 0,01
Small subunit processome component 20 homolog OS=Homo

075691 sapiens OX=9606 GN=UTP20 PE=1 SV=3 1 1 318,2 0 29,929 7,842
14-3-3 protein eta OS=Homo sapiens OX=9606 GN=YWHAH

Q04917 PE=1 SV=4 1 1 28,2 0 15,424 0,01
Corneodesmosin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CDSN PE=1

Q15517 SVv=3 1 1 51,5 0 14,959 0,01
Delta(14)-sterol reductase TM7SF2 OS=Homo sapiens OX=9606

076062 GN=TM7SF2 PE=1 SV=3 1 1 46,4 0 14,927 0,01
Sigma intracellular receptor 2 OS=Homo sapiens OX=9606

Q5BJF2 GN=TMEM97 PE=1 SV=1 1 1 20,8 0 11,815 0,01

Q8IV04 Carabin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TBC1D10C PE=1 SVv=1 1 1 49,7 0 10,274 25,752
Ras-related protein Rab-28 OS=Homo sapiens OX=9606

P51157 GN=RAB28 PE=1 SVV=2 1 1 24,8 0 6,711 4,311

Fatty acid synthase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FASN PE=1
P49327 SVv=3 14 14 273,3 0 4,36 0,01
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Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 OS=Homo

P05023 sapiens OX=9606 GN=ATP1Al PE=1 SV=1 112,8 3,023 0,572
ATP-dependent RNA helicase DDX50 OS=Homo sapiens

Q9BQ39 0X=9606 GN=DDX50 PE=1 SV=1 82,5 3,015 1,736
Ras-related protein Rab-21 OS=Homo sapiens OX=9606

Q9UL25 GN=RAB21 PE=1 SV=3 24,3 2,52 0,585
Protein S100-A9 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=S100A9 PE=1

P06702 Sv=1 13,2 1,763 1,159
Clathrin coat assembly protein AP180 OS=Homo sapiens OX=9606

060641 GN=SNAP91 PE=1 SV=2 92,4 1,16 4,13
Receptor-type tyrosine-protein phosphatase F OS=Homo sapiens

P10586 0X=9606 GN=PTPRF PE=1 SV=2 2127 1,105 0,048
Protein scribble homolog OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SCRIB

Q14160 PE=1SV=4 174,8 0,957 0,01

Q8IWV?2 Contactin-4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CNTN4 PE=1 SV=1 113,4 0,874 46,508
Amiloride-sensitive sodium channel subunit delta OS=Homo

P51172 sapiens OX=9606 GN=SCNN1D PE=1 SV=3 87,8 0,852 0,637
Glutamate receptor-interacting protein 2 OS=Homo sapiens

Q9COE4 0X=9606 GN=GRIP2 PE=1 SV=4 112,5 0,529 0,118
Catenin delta-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CTNND1 PE=1

C9JZR2 Sv=2 104,8 0,416 0,01
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-3 OS=Homo

FSWBY4 sapiens OX=9606 GN=ATP1B3 PE=1 SV=1 5 0,208 0,166
Constitutive coactivator of PPAR-gamma-like protein 1 OS=Homo

QINZB2 sapiens OX=9606 GN=FAM120A PE=1 SV=2 121,8 0,058 0,01

Q9Y493 Zonadhesin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ZAN PE=2 SV=5 305,4 0,015 0,212
Receptor protein-tyrosine kinase OS=Homo sapiens OX=9606

J3QLU9 GN=ERBB2 PE=1 SV=1 117 0,012 0,01
Serum paraoxonase/arylesterase 2 OS=Homo sapiens OX=9606

Q15165 GN=PON2 PE=1 SV=4 39,4 0,01 0,01
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Tight junction protein ZO-1 OS=Homo sapiens OX=9606

G3V1L9 GN=TJP1 PE=1 SV=2 1 1 208,2 0,01 0,01

P98161 Polycystin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PKD1 PE=1SV=3 1 1 462,2 0,01 0,01
Protocadherin beta-15 OS=Homo sapiens OX=9606

Q9Y5ES GN=PCDHB15 PE=2 SV=1 1 1 86,3 0,01 13,399
Caveolae-associated protein 2 OS=Homo sapiens OX=9606

095810 GN=CAVIN2 PE=1 SV=3 1 1 47,1 0,01 0,01
Protein NDRG1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NDRG1 PE=1

Q92597 Sv=1 1 1 42,8 0,01 0,01

Q14254 Flotillin-2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FLOT2 PE=1SV=2 1 1 47 0,01 0,01
Ras-related protein Rab-19 OS=Homo sapiens OX=9606

A4D1S5 GN=RAB19 PE=1 SV=2 1 1 24,4 0,01 2,78
Glutathione S-transferase P OS=Homo sapiens OX=9606

P09211 GN=GSTP1 PE=1 SV=2 1 1 23,3 0,01 0,01
V-set and immunoglobulin domain-containing protein 10-like 2

PODP72 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=VSIG10L2 PE=3 SV=1 1 1 81,6 0,01 0,01
Interleukin-17A OS=Homo sapiens OX=9606 GN=IL17A PE=1

Q16552 Sv=1 1 1 17,5 0,01 0,01
High mobility group protein B1 OS=Homo sapiens OX=9606

P09429 GN=HMGB1 PE=1 SV=3 1 1 24,9 0,01 0,01
Protein S100-A6 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=S100A6 PE=1

P06703 Sv=1 1 1 10,2 0,01 0,01

Q86TC9 Myopalladin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MYPN PE=1 SV=2 1 1 145,2 0,01 0,01
Minor histocompatibility antigen H13 OS=Homo sapiens OX=9606

Q8TCT9 GN=HM13 PE=1 SV=1 2 2 41,5 0,01 1,576
Synaptotagmin-3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SYT3 PE=1

Q9BQG1 Sv=1 1 1 63,3 0,01 0,01
Dedicator of cytokinesis protein 4 OS=Homo sapiens OX=9606

Q8NL1I0 GN=DOCK4 PE=1 SV=3 1 1 225,1 0,01 0,01
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Desmoglein-2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DSG2 PE=1

Q14126 Sv=2 122,2 0,01 0,01
Adenylyl cyclase-associated protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606

Q01518 GN=CAP1 PE=1 SV=5 51,9 0,01 0,01
Integrin alpha-3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ITGA3 PE=1

P26006 SV=5 116,5 0,01 0,01
Transmembrane emp24 domain-containing protein 10 OS=Homo

P49755 sapiens OX=9606 GN=TMED10 PE=1 SV=2 25 0,01 0,01
Voltage-dependent N-type calcium channel subunit alpha

B1AQKY7 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=CACNA1B PE=1 SV=1 262,2 0,01 0,01
Exocyst complex component 7 OS=Homo sapiens OX=9606

Q9UPT5 GN=EXOC7 PE=1 SV=3 83,3 0,01 4,367
Kinesin-like protein KIF21A (Fragment) OS=Homo sapiens

HOY178 0X=9606 GN=KIF21A PE=1 SV=1 71,4 0,01 15,348

Q9HBMO Vezatin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=VEZT PE=1 SV=3 88,6 0,01 0,01

P19022 Cadherin-2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CDH2 PE=1 SV=4 99,7 0,01 0,01
EH domain-containing protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606

A0A024R571 GN=EHD1 PE=1 SV=1 61,9 0,01
Protein kinase C eta type OS=Homo sapiens OX=9606

P24723 GN=PRKCH PE=1 SV=4 77,8 0,01 0,01
Rho GDP-dissociation inhibitor 1 OS=Homo sapiens OX=9606

P52565 GN=ARHGDIA PE=1 SV=3 23,2 0,01 0,01
Flotillin (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FLOT1

AOA140T9R1 PE=1SV=1 39,8 0,01 48,144

P09958 Furin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FURIN PE=1 SV=2 86,6 0,01 0,01
Copper-transporting ATPase 2 OS=Homo sapiens OX=9606

P35670 GN=ATP7B PE=1 SV=4 157,2 0,01 0,01
Ras-related protein R-Ras2 OS=Homo sapiens OX=9606

P62070 GN=RRAS2 PE=1 SV=1 23,4 0,01 7,61
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Saccharopine dehydrogenase-like oxidoreductase OS=Homo

Q8NBX0 sapiens OX=9606 GN=SCCPDH PE=1 SVV=1 47,1 0,01 0,01
Neurensin-2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NRSN2 PE=1

Q9GZP1 Sv=1 22 0,01 0,01
Trace amine-associated receptor 8 OS=Homo sapiens OX=9606

Q969N4 GN=TAARS8 PE=2 SVV=1 38 0,01 0,01
Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core

P98160 protein OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=HSPG2 PE=1 SV=4 468,5 0,01 0,01

K7EKIO Envoplakin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=EVPL PE=1 SV=1 233,7 0,01 0,416
Lymphocyte cytosolic protein 2 OS=Homo sapiens OX=9606

Q13094 GN=LCP2 PE=1 SV=1 60,2 0,01 0,01
Coagulation factor V OS=Homo sapiens OX=9606 GN=F5 PE=1

P12259 Sv=4 251,5 0,01 0,319
Plasma membrane calcium-transporting ATPase 3 OS=Homo

Q16720 sapiens OX=9606 GN=ATP2B3 PE=1 SV=3 134,1 0,01 1,84
Synaptotagmin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SYT1 PE=1

P21579 Sv=1 47,5 0,01 0,01
Chloride intracellular channel protein 1 OS=Homo sapiens

000299 0OX=9606 GN=CLIC1 PE=1 SV=4 26,9 0,01 0,724

Q3V6eT2 Girdin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CCDC88A PE=1 SV=2 215,9
Patatin-like phospholipase domain-containing protein 2 OS=Homo

Q96AD5 sapiens OX=9606 GN=PNPLA2 PE=1 SV=1 55,3 100
Serine/threonine-protein phosphatase PP1-beta catalytic subunit

P62140 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PPP1CB PE=1 S\VV=3 37,2 0,01
Dihydropyrimidinase-related protein 2 OS=Homo sapiens

Q16555 0OX=9606 GN=DPYSL2 PE=1 SV=1 62,3
Integrin alpha-X OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ITGAX PE=1

P20702 SVv=3 127,7
Neuronal acetylcholine receptor subunit beta-3 OS=Homo sapiens

Q05901 0X=9606 GN=CHRNB3 PE=2 SV=2 52,7
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Coiled-coil domain-containing protein 141 OS=Homo sapiens

B8ZZB3 0X=9606 GN=CCDC141 PE=1 SV=1 1 1 74,6 0
Gamma-2-syntrophin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SNTG2
QINY99 PE=1 SV=2 1 1 60,2 0 100
Epidermal growth factor receptor kinase substrate 8-like protein 3
Q8TE67 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=EPS8L3 PE=1 SV=2 1 1 66,8 0
39S ribosomal protein L44, mitochondrial OS=Homo sapiens
Q9H9J2 0X=9606 GN=MRPL44 PE=1 SV=1 1 1 37,5 0
T-cell surface glycoprotein CD8 beta-2 chain OS=Homo sapiens
AGNJW9 0X=9606 GN=CD8B2 PE=3 S\V=3 1 1 23,7 0
Brain-specific angiogenesis inhibitor 1-associated protein 2-like
protein 2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=BAIAP2L2 PE=1
Q6UXY1 Sv=1 1 1 59 0 100
Fatty acid-binding protein 5 OS=Homo sapiens OX=9606
Q01469 GN=FABP5 PE=1 SV=3 1 1 15,2 0
PRA1 family protein 3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ARLG6IP5
075915 PE=1SV=1 1 1 21,6 0
Olfactory receptor 5AC2 OS=Homo sapiens OX=9606
QINZP5 GN=0OR5AC2 PE=3 SV=2 1 1 35,3 0
Inactive histone-lysine N-methyltransferase 2E OS=Homo sapiens
Q81ZD2 0X=9606 GN=KMT2E PE=1 SV=1 1 1 204,8 0 100
Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2 OS=Homao sapiens
P21980 0X=9606 GN=TGM?2 PE=1 SV=2 1 1 77,3 0 100
Down syndrome cell adhesion molecule OS=Homo sapiens
060469 0X=9606 GN=DSCAM PE=1 SV=2 1 1 222,1 0
Amyloid beta precursor like protein 2 OS=Homo sapiens OX=9606
Q06481 GN=APLP2 PE=1 SV=2 1 1 86,9 0
Calpain-2 catalytic subunit OS=Homo sapiens OX=9606
P17655 GN=CAPN2 PE=1 SV=6 1 1 79,9 0
P16452 Protein 4.2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=EPB42 PE=1 SV=3 1 1 77 0 100
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V-type proton ATPase subunit G 3 OS=Homo sapiens OX=9606

Q96LB4 GN=ATP6V1G3 PE=1 SV=1 13,9
Vascular endothelial growth factor receptor 2 OS=Homo sapiens
P35968 0X=9606 GN=KDR PE=1 SV=2 151,4
Microtubule-actin cross-linking factor 1, isoforms 1/2/3/5
Q9UPN3 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=MACF1 PE=1 SV=4 837,8 100
RNA helicase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DDX58 PE=1
A2A376 Sv=1 82,6 100
Ras-related protein Rab-27A OS=Homo sapiens OX=9606
P51159 GN=RAB27A PE=1 SV=3 24,9
Voltage-gated potassium channel subunit beta-3 OS=Homo sapiens
043448 0X=9606 GN=KCNAB3 PE=1 SV=2 43,6
Fc receptor-like protein 4 OS=Homo sapiens OX=9606
Q96PJ5 GN=FCRL4 PE=1 SV=1 57,2
Diacylglycerol kinase gamma OS=Homo sapiens OX=9606
P49619 GN=DGKG PE=1 SV=3 89,1
Non-specific serine/threonine protein kinase OS=Homo sapiens
ABNGQ3 0X=9606 GN=OBSCN PE=1 SVV=5 972,4
Platelet glycoprotein Ib alpha chain OS=Homo sapiens OX=9606
P07359 GN=GP1BA PE=1 SV=2 71,5 100
AP-2 complex subunit mu OS=Homao sapiens OX=9606
Q96CW1 GN=AP2M1 PE=1 SV=2 49,6
Atrial natriuretic peptide receptor 1 OS=Homo sapiens OX=9606
P16066 GN=NPR1 PE=1 SV=1 118,8 100
Olfactory receptor 2AK2 OS=Homo sapiens OX=9606
Q8NG84 GN=0OR2AK2 PE=2 SV=2 37,7
Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 3 OS=Homo
QINYQ7 sapiens OX=9606 GN=CELSR3 PE=1 S\VV=2 358
cAMP-specific 3',5'-cyclic phosphodiesterase 4B OS=Homo sapiens
Q07343 0OX=9606 GN=PDE4B PE=1 SV=1 83,3 1000
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P35580

Myosin-10 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MYH10 PE=1 SV=3

228,9

1000

AOAOAOMRB
5

MAP kinase-activating death domain protein OS=Homo sapiens

0X=9606 GN=MADD PE=1 SV=1

176,4

1000

P19878

Neutrophil cytosol factor 2 OS=Homo sapiens OX=9606

GN=NCF2 PE=1 SV=2

59,7

1000

1000

Q92637

High affinity immunoglobulin gamma Fc receptor IB OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=FCGR1B PE=2 SV=1

32,2

1000

Q9POL2

Serine/threonine-protein kinase MARK1 OS=Homo sapiens

0X=9606 GN=MARK1 PE=1 SV=2

88,9

1000

Q8WZA2

Rap guanine nucleotide exchange factor 4 OS=Homo sapiens

0X=9606 GN=RAPGEF4 PE=1 SV=1

1154

1000

P35414

Apelin receptor OS=Homo sapiens OX=9606 GN=APLNR PE=1

Sv=1

42,6

1000

P04437

T cell receptor alpha variable 29/delta variable 5 OS=Homo sapiens

0X=9606 GN=TRAV29DV5 PE=1 SV=2

13,4

1000

QINRY6

Toll-like receptor 9 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TLR9 PE=1

Sv=2

115,8

1000

QIY4G6

Talin-2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TLN2 PE=1 S\V=4

271,4

1000

P16885

1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase gamma-
2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PLCG2 PE=1 SV=4

147.8

1000

P04629

High affinity nerve growth factor receptor OS=Homo sapiens

0X=9606 GN=NTRK1 PE=1 SV=4

87,4

1000

Q8TEHS3

DENN domain-containing protein 1A OS=Homo sapiens OX=9606

GN=DENND1A PE=1 SV=2

110,5

1000

Q8N4T4

Rho guanine nucleotide exchange factor 39 OS=Homo sapiens

0X=9606 GN=ARHGEF39 PE=1 SV=1

38,3

1000

Q14008

Cytoskeleton-associated protein 5 OS=Homo sapiens OX=9606

GN=CKAPS5 PE=1 SV=3

225,4

1000

P35125

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 6 OS=Homo sapiens

0X=9606 GN=USP6 PE=1 SV=2

158,6

1000
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Q14141 Septin-6 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SEPTIN6 PE=1 S\VV=4 49,7 1000
Rho-related GTP-binding protein RhoC OS=Homo sapiens

P08134 0X=9606 GN=RHOC PE=1 SV=1 22 0,001 0,001
1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase eta-1

Q4KWHS3 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=PLCH1 PE=1 SV=1 189,1 0,001 0,001
Protocadherin beta-16 OS=Homo sapiens OX=9606

QINRJ7 GN=PCDHB16 PE=1 S\V=4 84,9 0,001 0,001
Clathrin heavy chain 1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CLTC

J3KS13 PE=1SV=1 70,6 0,001 0,001
60S ribosomal protein L23 (Fragment) OS=Homo sapiens

C9JD32 0X=9606 GN=RPL23 PE=1 SV=1 9,7 0,001 0,001

Q14244 Ensconsin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MAP7 PE=1 SV=1 84 0,001 0,001
60S ribosomal protein L8 (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606

E9PKZ0 GN=RPL8 PE=1 SV=1 22,4 0,001 0,001
Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-4 OS=Homo

Q9HAVO sapiens OX=9606 GN=GNB4 PE=1 SV=3 37,5 0,001 0,001

AOA3B3ITX4 Uncharacterized protein OS=Homo sapiens OX=9606 PE=3 SVV=1 10,4 0,001 0,001
KOW domain-containing protein OS=Homo sapiens OX=9606

J3QQQ9 PE=3 SV=1 12,7 0,001 0,001
ADP-ribosylation factor 4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ARF4

P18085 PE=1 SV=3 20,5 0,001 0,746
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 4 OS=Homo sapiens OX=9606

060488 GN=ACSL4 PE=1 SV=2 79,1 0,001 0,001
Sushi domain-containing protein 5 OS=Homo sapiens OX=9606

060279 GN=SUSD5 PE=1 SV=3 68 0,001 0,001
Trifunctional enzyme subunit beta, mitochondrial OS=Homo

F5GZQ3 sapiens OX=9606 GN=HADHB PE=1 SVV=1 49,6 0,001 0,001
Rho GTPase-activating protein 7 OS=Homo sapiens OX=9606

Q960QB1 GN=DLC1 PE=1 SV=4 170,5
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NADPH oxidase 3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NOX3 PE=1

Q9HBYO0 Sv=1 1 64,9
Phospholipid-transporting ATPase IG OS=Homo sapiens OX=9606

Q8NB49 GN=ATP11C PE=1 SV=3 1 129,4
Protein Jade-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=JADE1 PE=1

Q6IES81 Sv=1 1 95,5
N-alpha-acetyltransferase 35, NatC auxiliary subunit OS=Homo

Q5VZES sapiens OX=9606 GN=NAA35 PE=1 SV=1 1 83,6
Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate-dependent Rac exchanger

Q8TCUG6 1 protein OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PREX1 PE=1 SV=3 1 186,1

P07911 Uromodulin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=UMOD PE=1 SV=1 1 69,7

Q86YZ3 Hornerin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HRNR PE=1 SV=2 1 282,2
Fer-1-like protein 5 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FER1L5

AOQAVI2 PE=2 SV=3 1 237,8
Enhancer of filamentation 1 OS=Homo sapiens OX=9606

AOA087WUD2 GN=NEDD9 PE=1 SV=1 1 76,5
cGMP-dependent protein kinase 2 OS=Homo sapiens OX=9606

Q13237 GN=PRKG2 PE=1 SV=1 1 87,4 0,01 0,01
Mesothelin (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MSLN

H3BUX1 PE=1SV=1 1 43,8 0,01 0,01
Pleckstrin homology domain-containing family G member 6

Q3KR16 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=PLEKHG6 PE=1 S\V=3 1 88,9 100
Short transient receptor potential channel 4 OS=Homo sapiens

Q3MHB9 0X=9606 GN=TRPC4 PE=1 SV=1 1 53,1 54,385 0,01
Ras-related protein Rab-25 OS=Homo sapiens OX=9606

P57735 GN=RAB25 PE=1 SV=2 1 23,5 100
Constitutive coactivator of PPAR-gamma-like protein 1 (Fragment)

AOA0CADG79 0OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FAM120A PE=1 SV=1 1 54,2 0,456 0,01
Collagen alpha-3(V1) chain OS=Homo sapiens OX=9606

P12111 GN=COL6A3 PE=1 SV=5 1 343,5 100
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Lymphocyte cytosolic protein 2 OS=Homo sapiens OX=9606

E7ESF6 GN=LCP2 PE=1 SV=1 1 1 36,8 0 0,01 0,01
Guanine nucleotide exchange factor VAV3 (Fragment) OS=Homo

HOYDG2 sapiens OX=9606 GN=VAV3 PE=1 SV=1 1 1 71,5 0 0,01 6,225
Exocyst complex component 7 OS=Homo sapiens OX=9606

AOAOAOMSB8 GN=EXOC7 PE=1 SV=1 1 1 78,8 0 0,127 1,373
Spectrin alpha chain, non-erythrocytic 1 OS=Homo sapiens

AOAODI9SF54 0OX=9606 GN=SPTAN1 PE=1 SV=1 1 1 2827 0 0,01 0,01
Serine/threonine-protein kinase N2 OS=Homo sapiens OX=9606

Q16513 GN=PKN2 PE=1 SV=1 1 1 112 0 0,01 3,39
Coatomer subunit beta (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606

E9PP73 GN=COPB1 PE=1 SV=8 1 1 55,4 0 100
Serine/threonine-protein phosphatase (Fragment) OS=Homo

C9J9S3 sapiens OX=9606 GN=PPP1CB PE=1 SV=1 2 2 14,3 0 0,01

000526 Uroplakin-2 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=UPK2 PE=1 SV=2 1 1 19,4 0 0,01 0,01
Very long-chain acyl-CoA synthetase OS=Homo sapiens OX=9606

014975 GN=SLC27A2 PE=1 SV=2 1 1 70,3 0 100
Sodium-dependent phosphate transporter 2 OS=Homo sapiens

ES5RGM8 0X=9606 GN=SLC20A2 PE=1 SV=1 1 1 11,1 0 0,01 0,01

Q5JWQ6 Neuropilin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NRP1 PE=1 SV=1 1 1 81,9 0 0,01 0,01
N-myc downstream-regulated gene 1 protein (Fragment) OS=Homo

AQAT712ST14  sapiens OX=9606 GN=NDRG1 PE=1 SV=1 1 1 42 0 0,01 0,01
RNA helicase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DDX58 PE=2

B3KWW1 Sv=1 1 1 98 0 0,01 13,667
Ras-related protein Rab-27A (Fragment) OS=Homo sapiens

H3BVH7 0X=9606 GN=RAB27A PE=1 SV=1 1 1 16,7 0
High mobility group protein B1 OS=Homo sapiens OX=9606

Q5T7C4 GN=HMGB1 PE=1 SV=1 2 2 18,3 0 0,01 0,01

Glutathione hydrolase 5 proenzyme OS=Homo sapiens OX=9606
P36269 GN=GGT5 PE=1 SV=2 1 1 62,2 0 100
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Zinc transporter ZIP3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SLC39A3

F5H385 PE=1 SV=1 1 1 34,5 0
Glutamate receptor-interacting protein 2 OS=Homo sapiens

AOA087WX15 0OX=9606 GN=GRIP2 PE=1 SV=1 1 1 122,7 0 0,584 0,087
Clathrin coat assembly protein AP180 OS=Homo sapiens OX=9606

E5RHK9 GN=SNAP91 PE=1 SV=1 1 1 13,2 0 0,01 7,678
Voltage-gated potassium channel subunit beta-3 OS=Homao sapiens

13L418 0X=9606 GN=KCNAB3 PE=1 SV=1 1 1 10 0 100

AOA2R8Y7B1 Girdin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CCDC88A PE=1SVvV=1 1 1 185,4 0 0,01 0,578
ATP-binding cassette sub-family A member 13 (Fragment)

F5H7B7 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=ABCA13 PE=1 SV=2 1 1 266,8 0 100
Protein scribble homolog OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SCRIB

AO0A669KB89 PE=1SV=1 1 1 177,7 0 1,139 0,01
BTB/POZ domain-containing protein KCTD3 (Fragment)

HOY566 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=KCTD3 PE=1 SV=1 1 1 23,5 0 94,329 0,01
Importin subunit alpha-1 OS=Homo sapiens OX=9606

AO0AT712Vv3Z3 GN=KPNA2 PE=1 SV=1 1 1 43,5 0 0,01 1,956
L-xylulose reductase (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606

J3KS22 GN=DCXR PE=1 SV=8 1 1 23,8 0 100
AP-2 complex subunit alpha-2 (Fragment) OS=Homo sapiens

ADA0G2JS82 0OX=9606 GN=AP2A2 PE=1 SV=1 1 1 101,6 0 1,961 7,26
Inactive tyrosine-protein kinase 7 OS=Homo sapiens OX=9606

Q86X91 GN=PTK7 PE=1 SV=1 1 1 50,4 0
Histocompatibility 13 isoform 2 OS=Homo sapiens OX=9606

A0A0S2Z6F0 GN=HM13 PE=1 SV=1 2 2 38 0 0,195 1,371
Semaphorin-3B OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SEMA3B PE=1

AOA0C4DGV8 SV=1 1 1 83,6 0 100

Protein-tyrosine-phosphatase (Fragment) OS=Homo sapiens
HOY 380 0X=9606 GN=PTPRF PE=1 SV=1 1 1 1111 0 9,37 0,267
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Phosphorylase b kinase regulatory subunit OS=Homo sapiens

AG6NMNO 0X=9606 GN=PHKA1 PE=1 SV=1 1 1 139 0

1I3L3M4 Claudin OS=Homo sapiens OX=9606 PE=3 SV=1 1 1 8,8 0
Citron Rho-interacting kinase OS=Homo sapiens OX=9606

AOA7I2VAA6  GN=CIT PE=1 SV=1 1 1 179,5 0 0,01 0,01
Adenylyl cyclase-associated protein 1 (Fragment) OS=Homo

Q5TOR1 sapiens OX=9606 GN=CAP1 PE=1 SV=1 1 1 23,9 0
Unconventional myosin-ld OS=Homo sapiens OX=9606

J3KRLO GN=MYO1D PE=1 SV=1 1 1 49,7 0 100
Delta(14)-sterol reductase TM7SF2 (Fragment) OS=Homo sapiens

HOYENG 0X=9606 GN=TM7SF2 PE=1 SV=1 1 1 23,3 0 17,431 0,01

Q5T5M1 Aquaporin-7 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=AQP7 PE=1 SV=1 1 1 37 0
Galactoside alpha-(1,2)-fucosyltransferase 1 OS=Homo sapiens

P19526 0X=9606 GN=FUT1 PE=1 SV=1 1 1 41,2 0 100
Protein kinase C eta type (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606

G3V4H0 GN=PRKCH PE=1 SV=1 1 1 5,6 0 0,01 0,01
Retinal guanylyl cyclase 1 OS=Homo sapiens OX=9606

Q02846 GN=GUCY2D PE=1 SV=2 1 1 120 0
Annexin A5 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ANXA5 PE=1

P08758 Sv=2 2 2 35,9 0 100
Lipase member H OS=Homo sapiens OX=9606 GN=LIPH PE=1

A2IBA6 Sv=1 1 1 47,2 0 100
Immunoglobulin heavy constant alpha 1 OS=Homo sapiens

P01876 0X=9606 GN=IGHA1 PE=1 SV=2 1 1 37,6 0 5,108 0,624

P00747 Plasminogen OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PLG PE=1 SV=2 1 1 90,5 0

Q8Wz42 Titin OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=TTN PE=1 S\VV=4 2 2 3813,7 0

AOAQJ9YXF2 Paraoxonase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PON2 PE=1 SV=1 1 1 41,5 0 0,01 0,01

GRB2-associated-binding protein 2 OS=Homo sapiens OX=9606
QoUQC2 GN=GAB2 PE=1 SV=1 1 1 74,4 0 100
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Brother of CDO OS=Homo sapiens OX=9606 GN=BOC PE=1

Q9BWV1 Sv=1 1 121 0,01 0,01
Transforming protein RhoA OS=Homo sapiens OX=9606

AOA712YQV1 GN=RHOA PE=1 SV=1 1 12 0,01 0,01
Septin-2 (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SEPTIN2

C9J20Q4 PE=1SV=1 1 21,1 0,01 0,01
Catechol O-methyltransferase OS=Homo sapiens OX=9606

P21964 GN=COMT PE=1 SV=2 1 30 0,01 0,01
Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-3

F5H0S8 (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 GN=GNB3 PE=1SV=8 1 29,2 0,01 0,01

E7EN95 Filamin-B OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FLNB PE=1 SV=1 2 256,1 0,01 0,01
Coiled-coil domain-containing protein 78 OS=Homo sapiens

A21DD5 0X=9606 GN=CCDC78 PE=1 SV=1 1 48,5
IgGFc-binding protein OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FCGBP

Q9Y6R7 PE=1 SV=3 1 571,6
Vacuolar protein sorting-associated protein 13B OS=Homo sapiens

AOA804HKGY9 0OX=9606 GN=VPS13B PE=4 SV=1 1 410,3
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 4 OS=Homo sapiens OX=9606

AO0A804HI36 GN=ACSL4 PE=4 SV=1 1 72,9 0,01 0,01
Ras-related protein Rab-18 OS=Homo sapiens OX=9606

A0A804HIM2 GN=RAB18 PE=4 SV=1 1 5,3 0,01 0,276
Putative cytochrome b-c1 complex subunit Rieske-like protein 1

POC7P4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=UQCRFS1P1 PE=5 SV=1 2 30,8 0,01
ADAMTS-like protein 1 (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606

AOA7POTO9B9 GN=ADAMTSL1 PE=1 SV=1 1 198,6

AO0AT712V5M5  Nucleolin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NCL PE=1 SV=1 1 73,6 0,01 0,01
Protein disulfide-isomerase OS=Homo sapiens OX=9606

AOA7POTA97 GN=P4HB PE=1 SV=1 1 53,5 100 100
Sphingomyelin phosphodiesterase 4 OS=Homo sapiens OX=9606

A0A7P0Z453 GN=SMPD4 PE=1 SV=1 1 54,5 100
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EK-Tablo 3.2 : nLC-MS/MS analizleri sonucu elde edilen membran protienleri

. Protein
Score Protein osunluk
A . # Sequest  yogunluk yo§
ccession Protein tanimi . Unique HT: orani orant
No PEpEE Peptides LRl Sequest (MCF7)/ (MZDCQVB
HT  (MCF10A) (MCF10A)
Probable E3 ubiquitin-protein ligase makorin-3 OS=Homo
AOATIZV2Q0 sapiens OX=9606 GN=MKRN3 PE=1 SV=1 . . 336 0 100
60S ribosomal protein L9 OS=Homo sapiens OX=9606
P32969 GN=RPL9 PE=1 SV=1 7 7 219 46,49 0,233 1,384
ER lumen protein-retaining receptor 1 OS=Homo sapiens
P24390 0X=9606 GN=KDELR1 PE=1 SV=1 3 2 245 19,97 0,852 2,71
DNA replication licensing factor MCM6 OS=Homo sapiens
Q14566 0X=9606 GN=MCM6 PE=1 SV=1 2 2 92,8 0
DNA transposase THAP9 OS=Homo sapiens OX=9606
DBRCTS GN=THAP9 PE=1 SV=1 . . 11,6 0
39S ribosomal protein L16, mitochondrial OS=Homo sapiens
QINX20 0X=9606 GN=MRPL16 PE=1 SV=1 . . 28,4 0 1,487 1,93
Keratin, type Il cuticular Hb4 OS=Homo sapiens OX=9606
QINSB2 GN=KRT84 PE=2 S\/=2 4 1 64,8 91,76 0,01 0,01
DNA replication licensing factor MCM7 OS=Homo sapiens
P33993 OX=9606 GN=MCM7 PE=1 S\/=4 3 3 81,3 0 13,864 0,01
ADP-ribosylation factor-like protein 8B OS=Homo sapiens
QINVJ2 OX=9606 GN=ARL 8B PE=1 SV=1 4 4 21,5 4,22 0,431 0,01
VIGY93 GDT1 family protein (Fragment) OS=Homo sapiens 1 1 173 4,21 1.866 2,037

0X=9606 GN=TMEM165 PE=1 SV=1
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Profilin (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PFN1

I13L3D5 PE=1 SV=1 1 1 175 1,83 100
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U OS=Homo

00839 sapiens OX=9606 GN=HNRNPU PE=1 SV=6 12 12 %05 1204 0688 0,459
Methylcrotonoyl-CoA carboxylase beta chain, mitochondrial

QOHCCO 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=MCCC2 PE=1 SV=1 4 4 6l3 387 0,429
N-acetylglucosaminyldiphosphodolichol N-

AOA096LP10  acetylglucosaminyltransferase (Fragment) OS=Homo sapiens 1 1 17,8 0
0X=9606 GN=ALG13 PE=1 SV=1
Zinc finger protein 638 OS=Homo sapiens OX=9606

Q14966 GN=7ZNE638 PE=1 S\/=2 1 1 220,5 13,55 0,139 0,01

P19623 Spe_rmldlrle synthase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SRM 1 1 338 0 0,01 0,01
PE=1SVv=1
Sorting and assembly machinery component 50 homolog

QIY512 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SAMMS50 PE=1 S\VV=3 . . 519 0 0,01 0,01
Vesicle-trafficking protein SEC22b OS=Homo sapiens

075396 OX=9606 GN=SEC22B PE=1 S\/=5 5 5 24,7 0 1,925 0,879
HAUS augmin-like complex subunit 6 OS=Homao sapiens

QrzanT 0X=9606 GN=HAUS6 PE=1 SV=2 ! 1 186 0 100
Di-N-acetylchitobiase OS=Homo sapiens OX=9606

Q01459 GN=CTBS PE=1 SV=1 ! 1 &87 0
Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralarl

075746 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=SLC25A12 PE=1 SV/=2 > 1 74r 102
Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit beta, mitochondrial

043837 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=IDH3B PE=1 SV=2 2 2 422 0 100
Endoplasmic reticulum transmembrane helix translocase

QOHD20 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ATP13Al1 PE=1 SV=2 . . 1329 0 100

076021 Ribosomal L1 domain-containing protein 1 OS=Homo 5 5 549 11,05 0,682 2,402

sapiens OX=9606 GN=RSL1D1 PE=1 SV=3
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Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H OS=Homo

Pa143 sapiens OX=9606 GN=HNRNPH1 PE=1 SV=4 192 b4l 0312 1118
QT e s mo 0 am s
Q61042 ELEJ:SiPsl\f):ritein OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SRSF10 8.3 2,05 0,01 1,697
P09874 g‘;ggggg,‘fj;ﬂg;'13.’;”5:3152\1/348:H°m° S.ap'ens 113 7,13 0,01 0,685
a4 o om oo

P47897 g:tljia(gn,&rES;%NEéll ié]{a/s:elOS:Homo sapiens OX=9606 877 0 100 100

AOAgOAHIp4  FUMerete hydratase, mitochondrial OS=Homo sapiens 513 79 0475 0486
s o

P46013 (P)r)‘z':'geggg‘gl\lrial\rﬂkz é’;ogeE'Q.lKS';?ZZOSZHomO S.ap'ens 3585 0 0,01 2,259
AOAOAOMSKE '(I;cl)\llrs:,l_lr]éRAlﬁgrlacptllzn:glpSrc\);illr] 1 OS=Homo sapiens OX=9606 52.4 3,51 0,01

I el
P49761 83(61:'9528;'2(;\'23[?22'géLnfséeViléKB OS=Homo sapiens 735 0 100

P62081 A(f;OI\SI:rliebF?égrBEI:plrosts/inSY OS=Homo sapiens OX=9606 221 2531 0,749 1117
J30QV5 Serine/arginine-rich-splicing factor 1 OS=Homo sapiens 73 0 0,01 0,01

0X=9606 GN=SRSF1 PE=1 SV=1

148



Transmembrane and coiled-coil domains protein 1

QENO39 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TMCC1 PE=1 SV=1 36,5 0
Protein DENNDG6A OS=Homo sapiens OX=9606

Q8IWF6 GN=DENND6A PE=1 SV=1 69,5 0 0,01 38,283
Aldehyde dehydrogenase 1Al OS=Homo sapiens OX=9606

P00352 GN=ALDH1AL PE=1 SV=2 548 2,27 0,01 0,01
Dolichol-phosphate mannosyltransferase subunit 1

HOY368 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=DPM1 PE=1 SV=2 333 398 0667 2,939
Coatomer subunit delta OS=Homo sapiens OX=9606

P48444 GN=ARCN1 PE=1 SV=1 57,2 0 0,01 2,934
Ribosomal protein L15 (Fragment) OS=Homo sapiens

E7EQV9 OX=9606 GN=RPL15 PE=1 S\V/=1 20,5 44,05 1,044 1,893
17-beta-hydroxysteroid dehydrogenase type 2 (Fragment)

H3BS44 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HSD17B2 PE=1 SV=1 24,3 0

P62913 gol\?:rébgﬁ‘l”fg'EFfftg'\j‘:Lzll OS=Homo sapiens OX=9606 202 2534 0,202 0,451
Adenosine 3'-phospho 5'-phosphosulfate transporter 1

Q8TB61 0OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SLC35B2 PE=1 SV=1 47,5 0 15,752 1,397

P62266 Aéol\?:rébsssggngllzp:rftg{?Z%ZS OS=Homo sapiens OX=9606 158 3255 0,213 3,249
Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 3 OS=Homo

P41091 sapiens OX=9606 GN=EIF2S3 PE=1 SV=3 Ll 0 2,126 0,409

13L3H2 II;QIIE\I:Ai rée\l/u::;se OS=Homo sapiens OX=9606 GN=EIF4A3 445 451 0,01 0,01
Acyl-CoA:lysophosphatidylglycerol acyltransferase 1

92604 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=LPGAT1 PE=1 SV=1 431 0
60S ribosomal protein L38 OS=Homo sapiens OX=9606

P63173 GN=RPL38 PE=1 S\V/=2 82 1554 0,634 1,4

Q8NFV4 Protein ABHD11 OS=Homo sapiens OX=9606 347 0 100 100

GN=ABHD11 PE=1 SV=1
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Dedicator of cytokinesis protein 4 OS=Homo sapiens

FOSGXWI 0X=9606 GN=DOCK4 PE=1 SV=3 . . 126 0 0,01 0,01
40S ribosomal protein S14 (Fragment) OS=Homo sapiens

AOA2R8Y811 OX=9606 GN=RPS14 PE=1 SV=1 4 4 16,1 14,18 0,47 1,678
Nuclear pore complex protein Nup107 OS=Homo sapiens

PS7740 0X=9606 GN=NUP107 PE=1 SV=1 ! 1 1063 0 100
Centromere/kinetochore protein zw10 homolog OS=Homo

043264 sapiens OX=9606 GN=ZW10 PE=1 SV=3 1 1 &8 0 1875 5,575
Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial

P22695 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=UQCRC2 PE=1 SV=3 10 10 484 5349 0366 0.17
Peroxisomal membrane protein 4 OS=Homo sapiens

BADWHI1 0X=9606 GN=PXMP4 PE=1 SV=1 ! 1 7o 100
Retinol dehydrogenase 11 OS=Homo sapiens OX=9606

Q8TC12 GN=RDH11 PE=1 SV=2 1 1 35,4 1,77 100
HCG2044799 OS=Homo sapiens OX=9606

H3BQZ7 GN=HNRNPUL2-BSCL2 PE=4 SV=1 1 1 84.6 0 100 100
FACT complex subunit SSRP1 OS=Homo sapiens OX=9606

Q08945 GN=SSRP1 PE=1 SV=1 1 1 81 0 0,01 2,83
3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase, mitochondrial

F8WB8AG6 (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HIBCH PE=1 1 1 14,6 0 0,01 0,01
Sv=1

PODMEOQ Pro_teln SIETSIP OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SETSIP 1 1 34.9 0 0,01 0,01
PE=1SVv=1
V-set and immunoglobulin domain-containing protein 4

H7C062 (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 GN=VSIG4 PE=1 1 1 30,2 0 100
Sv=1
Signal recognition particle 14 kDa protein OS=Homo sapiens

HOYLWO 0X=9606 GN=SRP14 PE=1 SV=1 . 1 5 0 0,01 1,407

Q6ZNG2 Homeobox protein DBX2 OS=Homo sapiens OX=9606 1 1 365 0 0,01 0,01

GN=DBX2 PE=2 SV=2
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Tricarboxylate transport protein, mitochondrial OS=Homo

P53007 sapiens OX=9606 GN=SLC25A1 PE=1 S\V=2 34 6,11 0,097 0,14
Interferon-induced, double-stranded RNA-activated protein

AOA7POTBA9 kinase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=EIF2AK2 PE=1 61 0 2,182 0,803
Sv=1
ER membrane protein complex subunit 3 OS=Homo sapiens

QOPOI2 0X=9606 GN=EMC3 PE=1 SV=3 299 0 0.677 0.01
Pre-mRNA-processing factor 6 OS=Homo sapiens OX=9606

094906 GN=PRPE6 PE=1 SV=1 106,9 0 100
ER membrane protein complex subunit 6 OS=Homo sapiens

Q9BVSL 0X=9606 GN=EMC6 PE=1 SV=1 120 16,244 0.01
Poly(rC)-binding protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606

Q15365 GN=PCBP1 PE=1 S\/=2 375 4,27 0,876 0,873
Thioredoxin-interacting protein OS=Homo sapiens OX=9606

QOH3MY GN=TXNIP PE=1 SV=1 43,6 0 100
Lon protease homolog, mitochondrial OS=Homo sapiens

K7EKES 0X=9606 GN=LONP1 PE=1 SV=1 %1 0 100
Tubulin beta-6 chain OS=Homo sapiens OX=9606

Q9BUF5 GN=TUBB6 PE=1 SV=1 49,8 70,14 0,01 0,436
H/ACA ribonucleoprotein complex subunit DKC1

060832 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=DKC1 PE=1 SV=3 576 0 0,01 0,01
3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial OS=Homo sapiens

P42765 0X=9606 GN=ACAA2 PE=1 SV=2 419 197 001 001

QBIWA4 g/l\llt;);usm-l OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MFN1 PE=1 84.1 0
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX27 OS=Homo

Q96GQ7 sapiens OX=9606 GN=DDX27 PE=1 SV=2 89,8 0

P62753 40S ribosomal protein S6 OS=Homo sapiens OX=9606 287 1921 3,262 0,941

GN=RPS6 PE=1 SV=1
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DNA topoisomerase 1 OS=Homo sapiens OX=9606

P11387 GN=TOP1 PE=1 S\/=2 90,7 1,65 0,513 1,138
Signal peptidase complex subunit 3 OS=Homo sapiens

P61009 0X=9606 GN=SPCS3 PE=1 SV=1 203 0 5521 001
Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase-interacting protein

Q70UQO 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=IKBIP PE=1 SV=1 P30 0,01 0,01
Ribosome biogenesis protein BRX1 homolog OS=Homo

QBTDNG sapiens OX=9606 GN=BRIX1 PE=1 SV=2 a4 0 0,484
Alpha-centractin OS=Homo sapiens OX=9606

P61163 GN=ACTRI1A PE=1 SV=1 42,6 0 0,01 1,98
Neutral alpha-glucosidase AB OS=Homo sapiens OX=9606

Q14697 GN=GANAB PE=1 SV/=3 106,8 8,42 0,01 2,231
Very-long-chain 3-oxoacyl-CoA reductase OS=Homo

Q53GQO sapiens OX=9606 GN=HSD17B12 PE=1 SV=2 34,3 0 1,852
Protein FAM131A (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606

C9JY59 GN=FAM131A PE=1 S\/=1 13,2 0 0,01 0,01
Uncharacterized protein SPEM3 OS=Homo sapiens

AOALBOGUWE 1y -9606 GN=SPEM3 PE=3 SV=1 1286 0
Trifunctional purine biosynthetic protein adenosine-3

P22102 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=GART PE=1 SV=1 07,7 3,49 0,01 0,082
Poly(rC)-binding protein 2 OS=Homo sapiens OX=9606

F8VZX2 GN=PCBP2 PE~1 SV/=1 338 5,02 4,112 2,142

H7BXY3 II;QIIE\I:Ai réell/u::ise OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DHX30 130,5 0 100
ATP-dependent RNA helicase DDX39A OS=Homo sapiens

000148 OX=9606 GN=DDX39A PE=1 S\/=2 49,1 11,75 0,969 1,042
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein

AO0A0B4J239  glycosyltransferase subunit DAD1 OS=Homo sapiens 8,5 4,77 1,171 0,01

0X=9606 GN=DAD1 PE=1 SV=1

152



Aconitate hydratase, mitochondrial OS=Homo sapiens

AOATI2V3FL (s 006 GNSACO2 PE=1 Sy=1 1 1 81 0 100

P62269 éol\?:rg{bssscl)éngllzp):rftg;\:%}S OS=Homo sapiens OX=9606 9 9 177 173 5,545 1,008
AOATPOTSL3 CN);‘éggggrg‘g&g&ozwgqbgéfirgr{ifj{ase Qeaomoigagiens 5 5 525 174 0,414 19,599
P16401 I;\i/si%ne H1.5 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=H1-5 PE=1 3 3 26 202 0,01 0,05
P43155 gli\lrzlct:llgi %;(I:Ee:tyl/ltsrs/n:s;erase OS=Homo sapiens OX=9606 1 1 708 0 100

veCs e o e 1 1 4 0
Q9YAW6 égiigéegﬁrzoéeérlf é)\?;zHomo sapiens OX=9606 9 9 88 5 0 100

P49411 ggi%?&%”g&ci‘}rJF“MmF:g’i‘%ﬂ‘jﬂg' OS=Homo sapiens 16 16 495 139,82 4651 0,779
ATV T i toe, 5 4 so wm  am o
T e 0 3 3 o 107 oms oo
B e e G O OSHaeE  yaar o o

P02538 gﬁlr:tlan%[?: LI Ec:yiog;/ezlztal 6A OS=Homo sapiens OX=9606 93 10 60 656 0,043 1118
FovoxT o e Cre) OSTTOowe 4 aie 0 o eu
AOAOCADG26 Carbohydrate-responsive element-binding protein OS=Homo 1 1 782 0 0,01 11

sapiens OX=9606 GN=MLXIPL PE=1 SV=1
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Activator of 90 kDa heat shock protein ATPase homolog 1

HOYJG7 gFragment) OS=Homo sapiens OX=9606 GN=AHSA1 PE=1 1 1 23,8 0 100 100
V=1

B e " 2 1 s o om oo
VT e o 0 1 1 w3 o

s A e 1 1 % 1m0
D3YTB1 go)?:rglag(())saogﬂ:pégtﬁlg; IE)BEZZ(ngaer:nlent) OS=Homo sapl-ens 2 5 156 0 0,01 1.49
v S e e S R OS o s o

QR R 1 1 w2 o o o
ovass BB o e COMERTe OSTom 1 1 s o
P55060 Ecp:%rtin-z OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CSE1L PE=1 1 1 110,3 0 0,01 5,764
o e e, 1 1 @6 o o
AOASFIZHJ7 SAa‘;ﬁteﬁ's%szgzegg'g?\l”j;erca;ﬁ{”F',té’ggosn\‘jr:'al' OS=Homo 2 2 335 83 0,366 1,848
Bz e ncymy, 2 2 s 25 ou o
P62280 40S ribosomal protein S11 OS=Homo sapiens OX=9606 3 3 18.4 3,78 12.115 1.362

GN=RPS11 PE=1 SV=3

154



Glutathione peroxidase 1 OS=Homo sapiens OX=9606

AOA2R8Y6B6 GN=GPX1 PE=1 SV=1 1 1 16,9 0 0,01 0,01
Eukaryotic initiation factor 4A-1 OS=Homo sapiens

P60842 OX=9606 GN=EIF4A1 PE=1 SV=1 10 9 46,1 50,88 0,373 2,188
Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial OS=Homao sapiens

Q12931 OX=9606 GN=TRAP1 PE=1 SV/=3 12 11 80,1 74,65 11,972 0,638
Osteoclast-stimulating factor 1 OS=Homo sapiens OX=9606

Q92882 GN=OSTE1 PE=1 SV=2 1 1 23,8 0 100
Coatomer subunit gamma-1 OS=Homo sapiens OX=9606

Q9Y678 GN=COPG1 PE=1 SV=1 1 1 97,7 0 2,115 2,808
60S ribosomal protein L23 OS=Homo sapiens OX=9606

P62829 GN=RPL23 PE=1 SV=1 2 2 149 575 0,483 1,363
Pre-mRNA-processing-splicing factor 8 (Fragment)

13L.0J9 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PRPF8 PE=1 S\VV=8 . . 1196 0 100
Zinc finger protein 311 OS=Homo sapiens OX=9606

Q5JNZ3 GN=7ZNE311 PE=2 SV=2 1 1 76,3 0 2,017 6,399
Keratin, type Il cuticular Hb1 OS=Homo sapiens OX=9606

Q14533 GN=KRT81 PE=1 S\V=3 2 1 54,9 8,42 22,08 0,264
DNA polymerase theta OS=Homao sapiens OX=9606

075417 GN=POLQ PE=1 SV=2 1 1 289,4 0 100
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein

P04844 glycosyltransferase subunit 2 OS=Homo sapiens OX=9606 15 15 69,2 48,75 1,615 0,919
GN=RPN2 PE=1 SV=3
75 kDa glucose-regulated protein OS=Homo sapiens

AOAT7I2V2G2 0X=9606 GN=HSPA9 PE=1 SV=1 11 11 66,6 9,54 1,407 0,241
DNA-binding protein SMUBP-2 (Fragment) OS=Homo

AOAGQEPHGL sapiens OX=9606 GN=IGHMBP2 PE=1 SV=1 . . 12,9 0

QINSE4 Isoleucine--tRNA ligase, mitochondrial OS=Homo sapiens 3 3 1137 555 0,01 0,01

0X=9606 GN=IARS2 PE=1 SV=2
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Histone deacetylase 1 OS=Homo sapiens OX=9606

Q13547 B DR o il 1 1 51 0 100
K7ERES3 gtla\lritli(né_tryl%elzl) éztlogl$LefaI 13 OS=Homo sapiens OX=9606 11 3 452 46583 0,01 0,076
s ey T 1 1 w9 o

o gl s e ooy, 2 a7 o 1o oo

P40926 Ié)ﬂ;fge(agghédl\lrggﬁgas;, |gnElt:olcrslc\)/n:ol:glaI OS=Homo sapiens 1 1 355 0 0,01 0,01

Q96M29 'g\e/k:tiln-S OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TEKT5 PE=1 1 1 56.3 0 100

P61353 gol\?:rli?bgig?gllzp:rftgi\gzl_227 OS=Homo sapiens OX=9606 3 3 158 76 1,039 0,119
AR AYS O Aoy 1 1 1 o oo oo

E7ENZ3 g;ﬂgg&%@ﬁ:gg#;‘;,b;:r‘l'tse\"}s:"lon OS=Homo sapiens 2 2 538 4 0,01 2,033
Q8N8V2 gl&a:élége%b;rgjzi?%gg;ein 7 OS=Homo sapiens OX=9606 1 1 725 0 0,01 0,01

T e ey o, T 1 1 8 o oo oo

O ey O O M4 2% ool oo
oL e ) 1 1 1. o

cova Sl Y g oS orosens 1 s o

000154 Cytosolic acyl coenzyme A thioester hydrolase OS=Homo 3 3 418 1,62 0,077 0,282

sapiens OX=9606 GN=ACOT7 PE=1 SV=3
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Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A

Q14152 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=EIF3A PE=1 SV=1 . . 166,5 3,65 0,01 1,266

QIY6VO Egﬁilré@l:golo OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PCLO 1 1 560.4 0 0,01 0,442
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex

Q16795 subunit 9, mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 3 3 425 5,96 0,917 0,01
GN=NDUFA9 PE=1 SV=2
Protein mono-ADP-ribosyltransferase PARP8 OS=Homo

DERC81 sapiens OX=9606 GN=PARP8 PE=1 SV=1 1 1 14.9 0
Dynein axonemal heavy chain 8 OS=Homo sapiens

AOAO075B6F3 OX=9606 GN=DNAHS PE=1 S\/=2 1 1 538,3 0 0,01 0,01
ATP-dependent RNA helicase A OS=Homo sapiens

Q08211 OX=9606 GN=DHX9 PE=1 S\/=4 21 21 140,9 82,84 0,832 0,727
Ras-related protein Rab-1B OS=Homo sapiens OX=9606

Q9HOU4 GN=RAB1B PE=1 SV=1 8 3 22,2 9451 0,778 1,049
1-phosphatidylinositol 3-phosphate 5-kinase OS=Homo

Qov2l7 sapiens OX=9606 GN=PIKFYVE PE=1 SV=3 . . 231 0 100
T-cell activation Rho GTPase-activating protein OS=Homo

QBN103 sapiens OX=9606 GN=TAGAP PE=1 SV=1 1 1 &7 0 100 100
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2 OS=Homo

PS5795 sapiens OX=9606 GN=HNRNPH2 PE=1 SV=1 > 1492 4336 001 0,01
Keratin, type Il cytoskeletal 78 OS=Homo sapiens OX=9606

Q8N1N4 GN=KRT78 PE=1 S\/=2 1 1 56,8 0 0,01 3,47
Spliceosome RNA helicase DDX39B OS=Homo sapiens

Q13838 OX=9606 GN=DDX39B PE=1 SV=1 5 1 49 13,89 0,01 0,766
40S ribosomal protein S16 OS=Homo sapiens OX=9606

MOR210 GN=RPS16 PE=1 SV=1 5 5 14,4 44,58 0,369 1,234

P78527 DNA-dependent protein kinase catalytic subunit OS=Homo 33 33 4688 4651 3,878 1231

sapiens OX=9606 GN=PRKDC PE=1 SV=3
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Protein S100-A11 OS=Homo sapiens OX=9606

P31949 GN=S100A11 PE=1 S\/=2 1 1 11,7 0 0,01 14,009
Nuclear GTPase SLIP-GC OS=Homo sapiens OX=9606

Q68CJ6 GN=NUGGC PE=2 S\V=3 1 1 91,1 0 100
MICQOS complex subunit MIC60 OS=Homo sapiens

B9A067 OX=9606 GN=IMMT PE=1 S\/=2 6 6 78,9 0 0,611 0,209
Mitochondrial import receptor subunit TOM40 homolog

K7EJ57 (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TOMM40 1 1 21,9 0 100
PE=1 SV=8
Ribosome-releasing factor 2, mitochondrial OS=Homo

Q96959 sapiens OX=9606 GN=GFM2 PE=1 SV=1 1 1 86,5 0 100
Pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA helicase

043143 DHX15 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DHX15 PE=1 2 2 90,9 0 0,01 1,988
SvV=2

P18124 205 ribosomal protein 7 0S=Fomo sapiens OX=9600 11 11 292 9755 0,607 0,53
Phosphoenolpyruvate carboxykinase [GTP], mitochondrial

Q16822 0OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PCK2 PE=1 SV=4 8 8 07 1342 3,362 1,999
Keratin-associated protein 15-1 OS=Homo sapiens OX=9606

Q3LI76 GN=KRTAP15-1 PE=1 S\V=2 1 1 15 0 6,336 2,761
Tetratricopeptide repeat protein 24 OS=Homo sapiens

A2A3LE 0X=9606 GN=TTC24 PE=4 SV=1 . 1 &84 0 0,01 0446
Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 5

043809 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NUDT?21 PE=1 SV=1 1 1 26,2 0
Splicing factor U2AF 35 kDa subunit OS=Homo sapiens

Q01081 OX=9606 GN=U2AF1 PE=1 S\/=3 2 2 279 4,14 2,359 1,326
Serine/threonine-protein phosphatase PGAMS5, mitochondrial

Q96HS1 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=PGAM5 PE=1 SV=2 2 2 32 0 3,637 0,01

Q96P70 Importin-9 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=IPO9 PE=1 1 1 1159 0

SV=3
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Ciliogenesis and planar polarity effector 1 OS=Homo sapiens

ADAISABZWS  5x=0606 GN=CPLANE1 PE=1 sv=2. o730 0.01 0.01

QOHBSS5 gm‘g‘;‘ggizgioEi?‘ggizHomo Sap'erfs R C 576 0 18,681 0,01

P25398 éol\?:rébgssi;ngllzp:rftg{?zzlz OS=Homo sapn-ens OX=9606 14,5 0 0,01 0,01

P61019 gﬁ;ﬁ'ﬁgg oo F;i‘f’:'iA B 10mo sapienQE=0605 235 1626 0912 0,372
QINZO01 g;g’;gggg;\?gggg'é":? rse\‘.ji‘itase. OS=Homo Sap'elns 36 1082 0011 1,132
P22087 g%)?l?ggoéoér&(e:tgyglt_rag\ielrasss/ggr|IIarln .OS:Homo sapiens 338 1964 0,307 0,991
Q96PC5 I(\)/I)e(lzagg(r)réacl;rmlzti\l/'lul)zéaF?E\:nltySE/r(:)Zeln 2 OS=Homo sapiens 159.7 0 100 100

Q15717 g'&é\édx‘\elﬁrloﬁféii S\i';omo sapiens OX=9606 36,1 167 2,715 1,371
P35610 (Sstlslrfls 8:%%;1?235231 OS=Homo sapl.ens 0X=9606 64.7 0 100

P62857 Aéol\?:rébsssggnglEp):rftgc:SlZS OS=Homo sapiens OX:S-)606 78 1.75 0,01 2,075
QINXF1 'CI';eng§rE>><<;)1rgst)eEd: Ergsglo OS=Homo sapiens OX=9606 1056 3,93 100

Q9BZE1 39S ribosomal protein L37, mitochondrial OS=Homao sapiens 481 0 1632

0X=9606 GN=MRPL37 PE=1 SV=2
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Probable arginine--tRNA ligase, mitochondrial OS=Homo

Q5T160 sapiens OX=9606 GN=RARS2 PE=1 SV=1 65,5 0 0,994 0,01

F8W914 g\e/tlzclulon OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RTN4 PE=1 371 471 0,958 0,284
Acyl-coenzyme A thioesterase 13 OS=Homo sapiens

QONPJ3 0X=9606 GN=ACOT13 PE=1 SV=1 15 2% 001

P62244 éol\?:réb;;‘l’g":'PpE"z’tf'g\f’:l;’a 7 fomo sapiery@&=9603 148 1907 0,252 0,792
ATPase family AAA domain-containing protein 3A

QONVI7 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=ATAD3A PE=1 SV=2 713 1201 0653 0,01
Prostaglandin E synthase OS=Homo sapiens OX=9606

014684 GN=PTGES PE=1 SV=2 17,1 0 0,079 0,272
FACT complex subunit SPT16 OS=Homo sapiens OX=9606

QOYSBI GN=SUPT16H PE=1 SV=1 1198 0 100
Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 6 OS=Homo

Q8TD26 sapiens OX=9606 GN=CHD6 PE=1 SV=4 305,2 0 0,01 0,415
Solute carrier family 25 member 40 OS=Homo sapiens

Q8TBPO 0X=9606 GN=SLC25A40 PE=1 SV=1 81 399 100

QOH4S2 SES:rlorSn\e}\gtiox 1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=GSX1 279 0 100
Ubiquitin-fold modifier 1 (Fragment) OS=Homo sapiens

HOYe14 0X=9606 GN=UFM1 PE=1 SV=1 87 18
T-complex protein 1 subunit zeta-2 OS=Homo sapiens

Q92526 0X=9606 GN=CCT6B PE=1 SV=5 57,8 0 100

000767 étﬁle:gygbclgé:ciege:}irgse OS=Homo sapiens OX=9606 415 5.6 100 100

P50416 Carnitine O-palmitoyltransferase 1, liver isoform OS=Homo 88.3 0 7.355 0,918

sapiens OX=9606 GN=CPT1A PE=1 SV=2
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Pleckstrin homology domain-containing family G member

Q96PX9 4B OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PLEKHG4B PE=1 1 1 139,6 0 24,679 2,445
SV=4
Serine/threonine-protein phosphatase 4 regulatory subunit 4

QENUP? OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PPP4R4 PE=1 SV=1 ! . 99,4 0 100
Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1

Q7KZzF4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SND1 PE=1 SV=1 3 3 1019 4,11 0,019 0,337
Propionyl-CoA carboxylase alpha chain, mitochondrial

PO5165 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=PCCA PE=1 SV=4 26 26 80 2132l 1,081 0,112
Mitochondrial ribonuclease P catalytic subunit (Fragment)

ADADAOMTQO 0OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PRORP PE=1 SV=1 1 1 21,1 0 100
Amine oxidase [flavin-containing] A OS=Homo sapiens

P21397 OX=9606 GN=MAOA PE=1 S\V/=1 4 4 59,6 10,83 0,01 0,195
Solute carrier family 27 (Fatty acid transporter), member 3,

X6R3NO0 isoform CRA_d OS=Homo sapiens OX=9606 1 1 87,3 1,88 100
GN=SLC27A3 PE=1 SV=1

P32119 Perf)xwedi)xm-Z OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PRDX2 5 1 219 6,29 100 100
PE=1 SV=5
Tyrosine aminotransferase OS=Homo sapiens OX=9606

P17735 GN=TAT PE=1 SV=1 1 1 50,4 0 1,423 3,116
Leucine-rich repeat-containing protein 31 OS=Homo sapiens

QeUYOL 0X=9606 GN=LRRC31 PE=2 SV=1 ! 1 65 0 100
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 19

AOA1BOGTF4 (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MAP3K19 1 1 103,5 0 0,01 13,934
PE=4 SV=1
Lysine-specific histone demethylase OS=Homo sapiens

RAGMQL 0X=9606 GN=KDM1A PE=1 SV=2 ! 1 %8s 0 100

C91319 28S ribosomal protein S34, mitochondrial OS=Homo sapiens 1 1 26.3 0 6,491 3,269

0X=9606 GN=MRPS34 PE=1 SV=2
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General transcription factor I1-1 OS=Homo sapiens OX=9606

P78347 GN=GTE2| PE=1 S\V=2 2 2 112,3 0 100
Hydroxysteroid dehydrogenase-like protein 2 OS=Homo

QOYNI6 sapiens OX=9606 GN=HSDL2 PE=1 SV=1 1 1 44 0

P16402 I;\l/siozne H1.3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=H1-3 PE=1 4 1 223 7.39 0,691 0,537
Zinc finger protein 292 OS=Homo sapiens OX=9606

J3KNV1 GN=ZNF292 PE=1 S\V/=1 1 1 304 0 0,01 0,01
Mitochondrial dicarboxylate carrier OS=Homo sapiens

QOUBX3 0X=9606 GN=SLC25A10 PE=1 SV=2 > > 813 148 100 100
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein

P04843 glycosyltransferase subunit 1 OS=Homo sapiens OX=9606 16 16 68,5 65,79 0,258 0,733
GN=RPN1 PE=1 SV=1
Phosphatidylserine synthase 1 OS=Homo sapiens OX=9606

P48651 GN=PTDSS1 PE=1 S\V/=1 1 1 55,56 4,24 0,01 0,183

AOAB0AHKT6 gl\l/iTm_B OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FLNB PE=4 15 13 2739  22.49 0,01 0,543
Core histone macro-H2A.1 OS=Homo sapiens OX=9606

075367 GN=MACROH2A1 PE=1 S\/=4 8 6 39,6 44,19 0,079 0,353
Signal sequence receptor subunit gamma OS=Homo sapiens

C9JAZ28 OX=9606 GN=SSR3 PE=1 SV/=1 1 1 20,1 5,05 0,01 0,89
Protein O-mannosyl-transferase TMTC3 OS=Homo sapiens

Q62XV5 0X=9606 GN=TMTC3 PE=1 SV=2 ! 1 1s8 o 100
Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2

000469 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PLOD2 PE=1 SV=2 2 2 846 174 0,01 0,01
Transgelin-2 (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606

X6RJP6 GN=TAGLN? PE=1 SV=1 2 2 21,1 1,74 0,056 0,119

Q8N766 ER membrane protein complex subunit 1 OS=Homo sapiens 1 1 1117 385 100 100

0X=9606 GN=EMC1 PE=1 SV=1
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60S ribosomal protein L29 OS=Homo sapiens OX=9606

AOA3B3ITT5 GN=RPL29 PE=1 SV=1 1 1 185 5,33 1,39 0,342
T-complex protein 1 subunit gamma OS=Homao sapiens

B4DURS8 OX=9606 GN=CCT3 PE=1 S\V/=1 3 3 55,6 15,61 0,014 1,338
Splicing factor, proline- and glutamine-rich OS=Homo

P23246 sapiens OX=9606 GN=SFPQ PE=1 SV/=2 6 5 76,1 28,77 6,675 0,069
Procollagen galactosyltransferase 1 OS=Homao sapiens

QBNBJS 0X=9606 GN=COLGALT1 PE=1 SV=1 ! 1 s o 0,078 2,051
Fatty acyl-CoA reductase 1 OS=Homo sapiens OX=9606

Q8WVX9 GN=FAR1 PE=1 SV=1 2 2 59,3 0 100
Arylamine N-acetyltransferase OS=Homo sapiens OX=9606

E7EWF9 GN=NAT? PE=1 SV=1 1 1 18,8 0 100
Very long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase,

P49748 mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ACADVL 3 3 70,3 521 0,01 0,01
PE=1 SVv=1
Translocation protein SEC63 homolog OS=Homo sapiens

QOUGP8 0X=9606 GN=SEC63 PE=1 SV=2 . . 87,9 0 0,01 0,01
60S ribosomal protein L7a OS=Homo sapiens OX=9606

P62424 GN=RPL7A PE=1 S\/=2 10 10 30 58,89 0,719 0,815
Tropomyosin alpha-3 chain OS=Homo sapiens OX=9606

AO0A087WWUS GN=TPM3 PE=1 SV=1 1 1 26,4 0 0,01 0,094
Homeobox protein Nkx-2.4 OS=Homo sapiens OX=9606

Q9H2z4 GN=NKX2-4 PE=1 SV=3 1 1 36,2 0 0,01 0,01
DEAD box protein 5 OS=Homo sapiens OX=9606

J3KTA4 GN=DDX5 PE=1 SV=1 9 6 69 61,36 10,66 0,768
Arachidonate lipoxygenase 3, isoform CRA_a OS=Homo

J3KPH?2 sapiens OX=9606 GN=ALOXE3 PE=1 SV=1 . . .1 0 0,01 0,01

P40261 Nicotinamide N-methyltransferase OS=Homo sapiens 5 5 206 1,62 0,01 0,01

0X=9606 GN=NNMT PE=1 SV=1
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Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H3 OS=Homo

P31942 sapiens OX=9606 GN=HNRNPH3 PE=1 S\V=2 4 4 369 14,57 0,868 0,34
Aminoacyl tRNA synthase complex-interacting

Q13155 multifunctional protein 2 OS=Homo sapiens OX=9606 1 1 35,3 0
GN=AIMP2 PE=1 SV=2
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K OS=Homo

P61978 sapiens OX=9606 GN=HNRNPK PE=1 SV=1 6 6 50.9 8.4 1.137 0,755
Calcium-binding mitochondrial carrier protein SCaMC-1

QENUKI OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SLC25A24 PE=1 SV=2 ! ! 533 2115 9,133 5,046
Nuclear pore membrane glycoprotein 210 OS=Homo sapiens

Q8TEM1 OX=9606 GN=NUP210 PE=1 SV=3 3 3 205 4,22 3,005 0,788
Dynein axonemal heavy chain 7 OS=Homo sapiens

Q8WXX0 OX=9606 GN=DNAH7 PE=1 S\V/=2 1 1 460,9 3,63 0,01 0,01
TOG array regulator of axonemal microtubules protein 2

Q6ZUX3 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=TOGARAM?2 PE=2 SV=2 2 2 1111 0

P10412 I;\l}siozne H1.4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=H1-4 PE=1 4 1 219 7.39 0,051 0,413
40S ribosomal protein S2 OS=Homo sapiens OX=9606

P15880 GN=RPS2 PE=1 S\/=2 7 7 31,3 35,16 15 1,054
Ribosome-binding protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606

Q9P2E9 GN=RRBP1 PE=1 SV/=5 8 8 1524 12,74 0,01 0,123

Q06830 Egjfl&(/jgi(m-l OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PRDX1 3 9 221 1151 0,938 0,846
Myb-binding protein 1A (Fragment) OS=Homo sapiens

ISL1L3 0X=9606 GN=MYBBP1A PE=1 SV=1 4 4 1402 223 0,854
Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta,

P11177 mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PDHB 2 2 39,2 2,49 0,291 1,311
PE=1 SV=3

P55084 Trifunctional enzyme subunit beta, mitochondrial OS=Homo 14 14 513 8126 0,642 0,102

sapiens OX=9606 GN=HADHB PE=1 SV=3
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40S ribosomal protein S9 OS=Homo sapiens OX=9606

P46781 GN=RPS9 PE=1 SV/=3 226 37,1 0,311 1,239
Dehydrogenase/reductase SDR family member 4 OS=Homo

Q9BTZ2 sapiens OX=9606 GN=DHRS4 PE=1 SV=3 295 0 4,354 0,01
Elongation factor 1-delta OS=Homo sapiens OX=9606

AOA087X1X7 GN=EEF1D PE=1 SV=1 69,2 0 1,467 100
Voltage-dependent anion-selective channel protein 3

QoY277 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=VDAC3 PE=1 SV=1 306 1359 0211 0,029
SUN domain-containing protein 2 (Fragment) OS=Homo

BOQY60 sapiens OX=9606 GN=SUN2 PE=1 SV=1 218 0 0,01 0,589
Serine palmitoyltransferase 1 OS=Homo sapiens OX=9606

015269 GN=SPTLC1 PE=1 SV/=1 52,7 0 0,01 0,01
Cilia- and flagella-associated protein 99 OS=Homo sapiens

AOAOU1RQCY7 OX=9606 GN=CEAP99 PE=1 S\/=1 81,8 7,1 0,01 0,01
Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mitochondrial

P31930 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=UQCRC1 PE=1 SV=3 526 215 08l 2,581
Aspartate--tRNA ligase, cytoplasmic OS=Homo sapiens

P14868 OX=9606 GN=DARS1 PE=1 S\V/=2 57,1 1,66 0,01 0,444
Isochorismatase domain-containing protein 1 OS=Homo

QIBCN7 sapiens OX=9606 GN=ISOC1 PE=1 SV=3 322 0 1,202 0,01
40S ribosomal protein S26 OS=Homo sapiens OX=9606

P62854 GN=RPS26 PE=1 S\/=3 13 4,39 0,236 1,438
ATP synthase subunit gamma, mitochondrial OS=Homo

P36542 sapiens OX=9606 GN=ATP5F1C PE=1 SV=1 33 29,51 0,51 0,142
Succinyl-CoA:3-ketoacid coenzyme A transferase 1,

E9PDW2 mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 GN=0XCT1 36,7 0 100
PE=1 SVv=1

P16403 Histone H1.2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=H1-2 PE=1 214 9,23 0,076 0,067

SV=2

165



Translocator protein OS=Homo sapiens OX=9606

P30536 GN=TSPO PE=1 SV/=3 2 2 188 5,04 0,801 0,01
40S ribosomal protein S4, X isoform OS=Homo sapiens

P62701 OX=9606 GN=RPSAX PE=1 S\V/=2 9 9 29,6 14,11 0,505 1,149
Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 1

QU2809 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=PLOD1 PE=1 SV=2 3 3 85 3 DM 0,01
ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit clpX-like,

076031 mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CLPX 1 1 69,2 0
PE=1 SV=2
Methylcrotonoyl-CoA carboxylase subunit alpha,

Q96RQ3 mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MCCC1 23 23 80,4 520,09 1,9 2,056
PE=1 SV=3
Actin, alpha skeletal muscle OS=Homo sapiens OX=9606

P68133 GN=ACTA1 PE=1 SV=1 9 2 42 601,24 0,01 0,747
T-complex protein 1 subunit zeta OS=Homao sapiens

pd0221 OX=9606 GN=CCT6A PE=1 SV=3 > > 8 929 0113
Sideroflexin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SFXN1

Q9H9B4 PE=1 S\V=4 9 9 356 15,59 3,442 0,38
40S ribosomal protein S25 OS=Homo sapiens OX=9606

P62851 GN=RPS25 PE=1 S\/=1 2 2 13,7 1,76 0,01 0,01
60S ribosomal protein L24 OS=Homo sapiens OX=9606

P83731 GN=RPL24 PE=1 SV=1 2 2 17,8 10,48 0,01 0,604
Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial OS=Homo

PasT35 sapiens 0X=9606 GN=IDH2 PE=1 SV=2 ° 6 %08 A 315 0521
Epithelial splicing regulatory protein 2 OS=Homo sapiens

QOH6TO 0X=9606 GN=ESRP2 PE=1 SV=1 ! 1 w40
14-3-3 protein theta (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606

E9PG15 GN=YWHAQ PE=1 SV=1 1 1 17 0 0,01 0,152

P26368 Splicing factor U2AF 65 kDa subunit OS=Homo sapiens 9 9 535 22 0,176 0,01

0X=9606 GN=U2AF2 PE=1 SV=4
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Delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthase OS=Homo sapiens

P54886 OX=9606 GN=ALDH18A1 PE=1 S\/=2 8 8 87,2 17,28 513 3,214
Splicing factor 3B subunit 1 OS=Homo sapiens OX=9606

075533 GN=SE3B1 PE=1 SV=3 1 1 145,7 0 100
Neuralized-like protein 4 OS=Homo sapiens OX=9606

Q96JN8 GN=NEURL4 PE=1 SV=2 1 1 166,8 0 4,911 3,705
Sulfide:quinone oxidoreductase, mitochondrial OS=Homo

QIYBNS sapiens OX=9606 GN=SQOR PE=1 SV=1 6 6 499 573 065 0,01
Transcription elongation factor SPT6 OS=Homo sapiens

Q7KZ85 OX=9606 GN=SUPT6H PE=1 S\/=2 1 1 198,9 30,18 0,01 0,023
Methylcytosine dioxygenase TET OS=Homo sapiens

E7EQS8 OX=9606 GN=TET2 PE=1 SV=1 1 1 225,9 0 0,105 0,01
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L (Fragment)

AOA3B3ITI4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HNRNPL PE=1 SV=1 3 3 59,2 0 0,01 0,01

AOABQBPFJO ErEeli"g{‘/Q’ C OS=Homo sapiens OX=9606 GN=LMNA 14 14 809 7266 0234 0,203

AOATIZV2S3 gép:olrtln-l OS=Homo sapiens OX=9606 GN=XPO1 PE=1 1 1 1093 0 100
Nucleolar RNA helicase 2 OS=Homo sapiens OX=9606

Q9NR30 GN=DDX21 PE=1 SV/=5 8 8 87,3 24,08 3,084 3,411
Acylglycerol kinase, mitochondrial OS=Homo sapiens

E9PCLS 0X=9606 GN=AGK PE=1 SV=1 ! 1 48 0 100
A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin

Q2XQZz0 motifs 16 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ADAMTS16 1 1 63,6 0 100
PE=1 SVv=1
Enhancer of rudimentary homolog OS=Homo sapiens

G3Vv279 OX=9606 GN=ERH PE<1 SV/=1 1 1 8,2 0 2,745 0,01

AOA7POTB58 Complex | assembly factor ACAD9, mitochondrial 5 5 52.3 184

0OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=ACAD9 PE=1 SV=1
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Myosin light polypeptide 6 OS=Homo sapiens OX=9606

B72624 GN=MYL6 PE=1 S\V/=1 26,7 2,28 0,01 0,058
Protein-serine/threonine kinase OS=Homo sapiens OX=9606

H3BS02 GN=BCKDK PE=1 SV=1 244 0
SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent

060264 regulator of chromatin subfamily A member 5 OS=Homo 121,8 0 4,894 0,01
sapiens 0X=9606 GN=SMARCA5 PE=1 SV=1
Mitochondrial glycine transporter OS=Homo sapiens

AOAZRBYSS3  Hx=0606 GN=SLC25A38 PE=L SV=1 318 0 0.01 0,356
Transmembrane 9 superfamily member (Fragment)

Q5TBS3 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=TM9SF3 PE=1 SV=8 299 0 100 100
Cytochrome c oxidase subunit 7A2, mitochondrial

P14406 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=COX7A2 PE=1 SV=1 94 0 100
Zinc finger and BTB domain-containing protein 41

QSSVQ8 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ZBTB41 PE=1 SV=1 105,1 0
Leucyl-tRNA synthetase OS=Homo sapiens OX=9606

AOA6I8PL42 GN=LARS1 PE=1 SV=1 129,1 0 0,21 0,01
Pyrroline-5-carboxylate reductase 2 OS=Homo sapiens

Q96C36 0X=9606 GN=PYCR2 PE=1 SV=1 336 178 001 001
60S ribosomal protein L22 (Fragment) OS=Homo sapiens

K7EMH1 OX=9606 GN=RPL 22 PE=1 SV/=1 10,4 14,62 5,782 0,279
CHK1 checkpoint homolog (Fragment) OS=Homo sapiens

EOPKQ3 0X=9606 GN=CHEK1 PE=1 SV=2 235 0 9,093 001
Spermatogenesis-associated protein 31A7 OS=Homo sapiens

QsIwB4 0X=9606 GN=SPATA31A7 PE=1 SV=4 1486 0
T-complex protein 1 subunit eta OS=Homo sapiens

Q99832 OX=9606 GN=CCT7 PE=1 S\V=2 59,3 4,02 0,026 0,183

P51991 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 OS=Homo 396 208 0,616 0,236

sapiens OX=9606 GN=HNRNPA3 PE=1 S\V=2
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Leucine-rich PPR maotif-containing protein, mitochondrial

AOABOAHLAO OS=Homo sapiens OX=9606 GN=LRPPRC PE=4 SV=1 1577 0 100
Electron transfer flavoprotein subunit alpha, mitochondrial

HOYL12 (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ETFA PE=1 249 231 0,01 0,01
SVv=8
Glutathione S-transferase P (Fragment) OS=Homo sapiens

AO0A087X243 OX=9606 GN=GSTP1 PE=1 SV=1 7,4 0 0,01 0,01
Zinc finger protein 836 OS=Homo sapiens OX=9606

Q6ZNA1 GN=7ZNE836 PE=2 S\/=2 107,6 0 0,01 0,33
Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 2

QOYEML 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=IGF2BP2 PE=1 SV=2 661 0 0,01 0,01
Valine--tRNA ligase (Fragment) OS=Homo sapiens

A2ABF4 0X=9606 GN=VARS1 PE=1 SV=1 18,1 0
Probable 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component

Q96HY7 DHKTD1, mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 103 3,71 100
GN=DHTKD1 PE=1 SV=2
Transmembrane protein 161A (Fragment) OS=Homo sapiens

K7EQ34 0X=9606 GN=TMEM161A PE=1 SV=1 90 100
Zymogen granule protein 16 homolog B OS=Homo sapiens

AOAO0C4DGN4 OX=9606 GN=7G16B PE=1 S\/=1 19,6 2 0,01 3,179
Outer mitochondrial membrane protein porin 2 (Fragment)

ADAGAOMRO2 0OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=VDAC?2 PE=1 SV=1 303 49,37 1,376 0,272
Ribosome production factor 2 homolog (Fragment)

QSVXNO 0OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RPF2 PE=1 SV=1 24,6 0 0,01 0,01
60S ribosomal protein L10 (Fragment) OS=Homo sapiens

H7C123 0X=9606 GN=RPL10 PE=1 SV=1 10 34 0.01 1635
10-formyltetrahydrofolate dehydrogenase OS=Homo sapiens

AO0A494C1M4 OX=9606 GN=ALDH1L?2 PE=1 S\/=1 102,8 0 0,01 0,01

BADT?28 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R OS=Homo 557 0 0,01 0,01

sapiens OX=9606 GN=HNRNPR PE=1 SV=1

169



Immunoglobulin superfamily member 3 OS=Homo sapiens

075054 OX:§_)606 GN:IGSF_B PE=2 SV=3 _ 135,1 0 100

woRape o8 el 18 gt OS-Homo s 67 9
CNFCs e e i ey Sty 03 0
J3KQ48 émlzn;;éﬂ-ztigélhggrﬂase OS=Homo saplens- 0OX=9606 103 0 100

DeRAAG  Lrensmembrane protein 33 (Fragment) OS=Homo sapiens %2 1096 0074 1538
Q9Y2X3 gllilczlf\(lagggéogeEizng\s)zsleomo sapiens OX=9606 59,5 0 0,01 0,01
IOz T oo =P o

Qo o | o oma i
e 0 s oo
o1 0w o

Inactive hydroxysteroid dehydrogenase-like protein 1

H3BQI7 (Sli;i%ment) OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HSDL1 PE=1 12,1 0 100
AOAODISG23 '(\)/';Tgéo%pgl\lb:'wg‘gg‘F’,rgi'lnsf’\r/ozti'” 5 OS=Homo sapiens 1147 0 100 100
G3V1B3 60S ribosomal protein L21 OS=Homo sapiens OX=9606 9.9 13.27 0,037 0,678

GN=RPL21 PE=1 SV=1
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40S ribosomal protein S27-like OS=Homo sapiens OX=9606

Q71UMS N 1 1 95 0 0,01 0,01
ancqmnvn Dl S RS OS ,; mao
g PACHGnOVM n MO MISOTE 1wy ma om oo
AOA2R8Y849 éol\?:rébg’ssgzng';rftse{;‘ff“ Q8 0mo saplen>CRE9606 3 3 152 2159 0,381 3,362
ABNLN1 ggggyg(;fgggggﬁgpg'gggg g(‘/’ﬂ” 1 0S=Homo sapiens 3 3 565 508 0281 1762
AOA2R8Y40Q3 8;/(”__‘3‘9“;'6‘6 'g‘ﬁl ié%kA?appErﬂefS”\’/f’lrm $1 0S=Homo sapiens 3 3 466 0 100 100
ovics _emoms kS Conen R TR o e 1m om o
Q00532 gyNCllggjle(pffg?ifg{a/s;aéhke 1 OS=Homo sapiens OX=9606 1 1 418 0

P17987 g;c(‘irggé‘gxgﬁlozt?rigF%lsgté‘inlitsa\'/pjf OS=Homo sapiens 5 5 603 1155 0,118 0,871
075477 g{y:nzl OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=ERLIN1 PE=1 6 4 391 2123 0,303 0.1
o S (G osoosm 1w 0 m

ovus famslown Mkl S GAIOSO0 1 e o om e
oy SHDowcoou e OERIST 1 s

on o s oo s s au omon
P19367 Hexokinase-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HK1 PE=1 5 5 102.4 0 17.47 0,01

SV=3
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T-complex protein 1 subunit delta OS=Homo sapiens

P50991 OX=9606 GN=CCT4 PE=1 S\V/=4 57,9 0 11,37 0,725
ADP/ATP translocase 3 OS=Homo sapiens OX=9606

P12236 GN=SLC25A6 PE=1 S\V=4 32,8 304,53 1,231 0,756

Q9HOAD (F;Hg\(l:xt_lrdllgialzc:iyét\r/a:rl;ferase OS=Homo sapiens OX=9606 115.7 0 14.506 1797

P09382 S\fjl:gtm-l OS=Homo sapiens OX=9606 GN=LGALS1 PE=1 147 1,76 0,01 0,01
TMEM256-PLSCR3 readthrough (NMD candidate)

K7ERE1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TMEM256-PLSCR3 7,1 0 100
PE=3 SVv=1
Very-long-chain (3R)-3-hydroxyacyl-CoA dehydratase 3

QOPO35 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HACD3 PE=1 SV=2 431 624 2,802 1,865
Nuclear RNA export factor 1 OS=Homo sapiens OX=9606

Q9uUBU9 GN=NXFE1 PE=1 SV=1 70,1 0 100 100
60S ribosomal protein L31 (Fragment) OS=Homo sapiens

H7C2W9 OX=9606 GN=RPL31 PE=1 S\V/=1 12,8 28,07 0,515 1,237
60S ribosomal protein L23a (Fragment) OS=Homo sapiens

K7EJV9 OX=9606 GN=RPL23A PE=1 SV=1 19,4 2,37 11,645 1,232
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 17-like protein 17

D6RBQ6 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=USP17L 17 PE=3 SV=1 596 0 0,01 0,01
Signal sequence receptor subunit delta OS=Homo sapiens

AG6NLMS8 OX=9606 GN=SSR4 PE=1 SV/=1 16,2 2,03 0,98 5,119
Hydroxysteroid 11-beta-dehydrogenase 1-like protein

AOAOBTWWRS OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=HSD11B1L PE=1 SV=1 359 Lt 0,01 0,659
Helix-destabilizing protein OS=Homo sapiens OX=9606

F8W6I7 GN=HNRNPA1 PE=1 S\/=2 331 245 0,01 0,01
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein

P46977 glycosyltransferase subunit STT3A OS=Homo sapiens 80,5 1,72 0,273

0X=9606 GN=STT3A PE=1 SV=2
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Methyltransferase-like protein 7A (Fragment) OS=Homo

FBVQX6 sapiens OX=9606 GN=METTL7A PE=1 SV=1 206 222 0,056 0,01
Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, mitochondrial

Q16836 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=HADH PE=1 SV=3 343 0 0,01 0,01
60S ribosomal protein L3 OS=Homo sapiens OX=9606

P39023 GN=RPL3 PE=1 SV=2 46,1 19,3 0,097 1,12
Endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment

HOYHJ8 protein 2 (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 6,4 0 0,04 0,013
GN=ERGIC2 PE=1 SV=1
Ceramide synthase 6 OS=Homo sapiens OX=9606

Q6ZMGY GN=CERS6 PE=1 SV=1 449 0
60S ribosomal protein L5 (Fragment) OS=Homo sapiens

AOA2R8Y6J3 OX=9606 GN=RPL5 PE=1 S\V/=1 27 1,9 0,421 0,01
Nuclear pore complex protein Nup205 OS=Homo sapiens

Q92621 0X=9606 GN=NUP205 PE=1 SV=3 2218 2,04 100

Q71UI9 I*;|||Es:t(inSeVH:23A.V OS=Homo sapiens OX=9606 GN=H2AZ2 135 50,82 0,257 0,142
Importin-5 (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606

E7ESZ1 GN=IPO5 PE=1 S\/=2 9,7 0 100
Laminin subunit alpha-3 OS=Homo sapiens OX=9606

AOAOAOMSAO GN=LAMA3 PE=1 SV=1 360 6,3 0,01 0,01
NAD(P) transhydrogenase, mitochondrial OS=Homo sapiens

Q13423 OX=9606 GN=NNT PE=1 SV=3 1138 3,31 0,01 0,01
GTP:AMP phosphotransferase AK3, mitochondrial

QOUL7 0OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=AK3 PE=1 SV=4 25,6 0 5,05 1,656
MRNA-capping enzyme OS=Homo sapiens OX=9606

060942 GN=RNGTT PE=1 SV=1 68,5 4,02 0,01 0,984

E7EUCT UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase OS=Homo 57.8 4,26 0,01 0,01

sapiens OX=9606 GN=UGP2 PE=1 SV=1
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PHD finger protein 20 (Fragment) OS=Homo sapiens

QSIWZ0 0X=9606 GN=PHF20 PE=1 SV=1 . . 62 0 100
Adenine phosphoribosyltransferase OS=Homo sapiens

H3BQZ9 OX=9606 GN=APRT PE=1 SV=1 2 2 186 0 100 100
Succinate--CoA ligase [ADP/GDP-forming] subunit alpha,

P53597 mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SUCLG1 2 2 36,2 4,06 0,063
PE=1 SV=4
Active breakpoint cluster region-related protein OS=Homo

Q12979 sapiens OX=9606 GN=ABR PE=1 SV=2 1 1 7.5 0 0,01 0,01
Armadillo repeat-containing protein 10 OS=Homo sapiens

H7BXQ8 0X=9606 GN=ARMC10 PE=1 SV=1 ! 1209 0 100
Elongation factor 1-gamma OS=Homo sapiens OX=9606

P26641 GN=EEF1G PE=1 SV=3 5 5 50,1 4,07 2,472 2,131

AOA2U3TZMO IE)IIE\I:Al gevlli:ise OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CHD4 1 1 2167 1,67 100
Isoleucine--tRNA ligase, cytoplasmic OS=Homo sapiens

AOA804HHW9 OX=9606 GN=IARS1 PE=4 S\/=1 1 1 139,8 0 100

G3VIR5 g\e}r:dilysm OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NRDC PE=1 1 1 15 0 0,01 0,01
RNA binding protein fox-1 homolog 1 OS=Homo sapiens

FoHOML 0X=9606 GN=RBFOX1 PE=1 SV=1 ! 1 408 0 001 0,433
Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1 (Fragment)

ADAQCADGHS o t10omo sapiens OX=9606 GN=CAND1 PE=1 SV=1 4 4 854 391 100 100
Histone H2A type 3 OS=Homo sapiens OX=9606

Q7L7LO GN=H2AW PE=1 SV/=3 4 1 14,1 56,88 0,045 0,01

ASMXP9 g/l\itt:rln% OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MATR3 PE=1 10 10 99.9 2.15 15,225 0,402

AOATPOTIX? Dolichyl-phosphate beta-glucosyltransferase OS=Homo 1 1 23 0 0,79 0,01

sapiens OX=9606 GN=ALG5 PE=1 SV=1
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ATP synthase F(0) complex subunit B1, mitochondrial

P24539 OS_:Hom(_) sapiens OX:9_606 GN_ZATPSPB_PEZl SV=2 28,9 0 1135 0,134
.

G3XACSE (F;IdéébBlrll\t/jllsr;gppéztf|g\?glOS:Homo sapiens OX=9606 48 1.79 0,01 12
E5H617 é\t/la:sltin-S OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ATL3 PE=1 587 15096 0,321 1,06
i o oo oo
P02100 CH;eNn—_](l)—lgEI;OEblinPSIEu:bfgi\t/i%S“on OS=Homo sapiens OX=9606 162 1557 0,01 0,228
I v e w o

P0O5388 go)fza;égg: gﬁfg?ﬁ;gfgg Z%Sf:HOmO sapiens 343 2477 0075 0,629
oviss  DYOSTE A N e OS-Homa s 22 o

AOA7I2V3J6 goerpNIEXUI-ngF[’)ngZT/iTO sapiens ox:%oé 481 0

Qe o sens av=2 w1 o

Q9BVP2 gg(a:nég%glg’l\?ggdl\?l_tgr;dér:\% %r\cit:eén-llke 3 OS=Homo sapiens 62 0 100

076015 gtla\lritli(né_tl}é%e; I;::tli(3;\I/a:r3Ha8 OS=Homo sapiens OX=9606 504 16233 100 100
P30050 60S ribosomal protein L12 OS=Homo sapiens OX=9606 178 12.35 29135 0,688

GN=RPL12 PE=1 SV=1
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Elongation factor Ts, mitochondrial OS=Homo sapiens

F8VPA7 OX=9606 GN=TSFM PE=1 S\V=1 1 1 22,1 0 1,631 0,309
Glycerol-3-phosphate dehydrogenase, mitochondrial

P43304 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=GPD2 PE=1 SV=3 3 3 808 0 0,01 0,01
Alkyldihydroxyacetonephosphate synthase, peroxisomal

000116 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=AGPS PE=1 SV=1 1 1729 0 0,01 0,01
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L-like OS=Homo

QEWVVI sapiens OX=9606 GN=HNRNPLL PE=1 SV=1 1 16 0
Poly [ADP-ribose] polymerase (Fragment) OS=Homo

H7C5K7 sapiens OX=9606 GN=TIPARP PE=1 SV=1 1 1424 0 0,01 0,104
NADPH:adrenodoxin oxidoreductase, mitochondrial

AOAOAOMTE4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FDXR PE=1 SV=1 ! . 58,2 0 0,01 0,01
Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 OS=Homo sapiens

AOATPOTBI7 5% =9606 GN=DYNC1H1 PE=1 SV=1 3 3 4’5 0 001

P08133 Angexm 6\6 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ANXA6 5 9 758 0 100 100
PE=1 SV=3
60S ribosomal protein L13 OS=Homo sapiens OX=9606

P26373 GN=RPL13 PE=1 S\V=4 3 3 242 3351 0,705 0,944
Interleukin enhancer-binding factor 3 OS=Homo sapiens

Q12906 0X=9606 GN=ILF3 PE=1 SV=3 ! 1 %3 0 0.01 0.01
NADH dehydrogenase [ubiguinone] 1 alpha subcomplex

AOA7I2V5B2  subunit 10, mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 1 1 41,5 6 0,957 0,01
GN=NDUFA10 PE=1 SV=1
ER lumen protein-retaining receptor 2 OS=Homao sapiens

P33947 0X=9606 GN=KDELR2 PE=1 SV=1 3 2 %40 100 100
Keratin, type Il cytoskeletal 7 OS=Homo sapiens OX=9606

P08729 GN=KRT7 PE=1 SV/=5 21 16 51,4 564,64 0,232 0,919

P08621 U1 small nuclear ribonucleoprotein 70 kDa OS=Homo 1 1 515 0 0,01 0,01

sapiens OX=9606 GN=SNRNP70 PE=1 S\V=2
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Hemoglobin subunit delta OS=Homo sapiens OX=9606

E9PFT6 GN=HBD PE=1 SV=1 154 19,85 0,01 0,121
K7ER16 gr;ﬁzggaggnénﬁzéil\égkg;éi ilg?;;\:slubumt O-S:Homo sapiens 26 0

Q9P003 (I;rlgt:ez(lan(:I?_'rzlgréo:r]lhst\r/rﬂog 4 OS:Hon-m sapiens OX:96(-)6 16.1 0 0,01 0,01
58 o

P62820 gaNs;rFil'zt;;i Xr;{tzeiri gi\j):éA OS=Homo sapiens OX=9606 227 9037 0,01 0,01
P11388 gmf_rtg%ozl's&)r;éialsg\zl-:a;pha OS=Homo sapiens OX=9606 174.3 0 100
AOA3B3IS54 éiffggé%é'f\l“:'gxgassgprg'i‘fg{’/”:dlr ial OSZHOT“O sapiens 551 1,89 0,01 0,01
B e T 53 o om oo
Q5SZE1 gia:rgég% gﬂlt:?:séés(g E"ginlegt\)fzs:”om.o Sapiens 364 1,65 0,01 0,01
P42766 gol\?:rébsigggllzp:r-(l)t§$zlﬁ5 OS=Homo sapiens OX:S-3606 145 0 5,225 2,63
Quewzy ol h i s OS=Homo s 24 o o oo
Q86YN1 g(ﬁ:lzcg)cl)lﬁg)gfspf)gitzasse V1:(l)S:Homo sapiens OX=9606 7 0 100

P60S6E Aéohslzr;ab;ég?gllzp:rftgwjlzo OS=Homo sapiens OX=9606 134 429 0,182 0,721
AOADJOYYE7 Disheveled-associated activator of morphogenesis 2 124.4 0 100

0OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DAAM?2 PE=1 SV=1
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Argininosuccinate synthase OS=Homo sapiens OX=9606

P00966 N e 3 3 465 169 19,182 1,75
o Abo bo oTOMHOSHS 5 5w 0w
AOA3B3ITDS S'\'a‘;‘l:(';nir g?gj;g&%ﬁf,{f&?gs'\';ggfSN\‘jEEi‘s OS=NgR 1 1 1434 0 0,078 0,01
Q96PK6 gmfébgl‘\mgppéitfig\}izoszH°m° saplens OIGO06 10 10 694 1506 15619 0,01
QIHAQ2 g:\r:girlmlzlékgé):rcl)tg\r}ﬁ F9 OS=Homo sapiens OX=9606 1 1 89.9 0 0,01 0,01
Q5TECS gﬁfﬂgg 'Fs,glegf/S:iOSZHomo sapiens OX=9606 3 1 154 27942 001 0,141
s DhDvOMuENESS NEE L 1w o w

o [l W SEenel oS Hono S 1 by 0 om oo
QIPOMS6 gﬁi,\r}l‘igﬁoﬂfgg HPZEé'lZSC\)/S‘::3H°m° sapiens OX29.606 3 1 40 1459 001 0,01
043175 gf;%g%%pgol\?':ﬁgtéﬂe;‘%"irlogf;‘jje OSZHO”‘.O sapiens 6 6 566 1331 16,621 0,627
s MU S CapenosRow e 5 3 e 10 om oo
owezo PHICIEROL Wk RV ASOSO ;5 1 0 o o
FSVR|7 gﬂgldjitsigildrhgggleés\e/:1108:Homo sapiens OX=9606 1 1 56.5 0 0,102 1,139
D6RIMS éllglz tsrigs?fg’&tgrngglsgl\-I/c;To sapiens OX=9606 1 1 131 0

P46783 40S ribosomal protein S10 OS=Homo sapiens OX=9606 1 1 189  6.87 100 100

GN=RPS10 PE=1 SV=1
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60S ribosomal protein L6 OS=Homo sapiens OX=9606

Q02878 GN=RPL6 PE=1 S\V/=3 10 10 32,7 46,94 0,963 1,177
Integrator complex subunit 1 OS=Homo sapiens OX=9606

Q8N201 GN=INTS1 PE=1 SV=2 1 1 244,1 0 100
Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component

P36957 of 2-oxoglutarate dehydrogenase complex, mitochondrial 1 1 48,7 0 0,01 0,01
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DLST PE=1 SV=4
Zinc finger homeobox protein 4 OS=Homo sapiens

QB6UP3 OX=9606 GN=ZFHX4 PE=1 SV=1 . 1 385 0 0,01 0,01
Actin-binding LIM protein 3 OS=Homo sapiens OX=9606

AOAOCADGA7 GN=ABL IM3 PE=1 SV=1 2 2 74,1 3,93 0,124 0,313
Ethanolaminephosphotransferase 1 OS=Homo sapiens

QOCODI 0X=9606 GN=SELENOI PE=1 S\VV=3 . . 452 0 100

QBWXE9 gic;zlln-Z OS=Homo sapiens OX=9606 GN=STON2 PE=1 1 1 1011 3,07 0,01 0,01
Importin subunit alpha-3 OS=Homo sapiens OX=9606

AOA7I12V5X0 GN=KPNA4 PE=1 SV=1 1 1 6,4 0 100
Cytochrome P450 2J2 OS=Homo sapiens OX=9606

P51589 GN=CYP2]2 PE=1 SV=2 1 1 57,6 0 100 100
C-1-tetrahydrofolate synthase, cytoplasmic OS=Homo

VoGZ78 sapiens OX=9606 GN=MTHFD1 PE=1 SV=2 1 1 %25 0
60S ribosomal protein L27a OS=Homo sapiens OX=9606

E9PLX7 GN=RPL27A PE=1 SV=1 1 1 125 2864 0,197 0,732
Serine/arginine repetitive matrix protein 1 OS=Homo sapiens

Q8IYB3 OX=9606 GN=SRRM1 PE=1 S\/=2 1 1 102,3 11,62 0,01 1,226
Protein FAM186B OS=Homo sapiens OX=9606

FBVRES GN=FAM186B PE=1 SV=1 ! toems o 100

Q14739 Delta(14)-sterol reductase LBR OS=Homo sapiens OX=9606 1 1 707 3,85 0,01 0,63

GN=LBR PE=1 SV=2
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Inter-alpha (Globulin) inhibitor H5, isoform CRA _e

GSEIDS OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ITIH5 PE=1 SV=1 78,4 0 5,448 100
LIM and cysteine-rich domains protein 1 (Fragment)

ColYsl 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=LMCD1 PE=1 SV=8 261 0 0,01 0,01
General transcription factor I1-1 repeat domain-containing

Q9UHLY9 protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=GTF2IRD1 106 0 100
PE=1 SVv=1
Mitochondrial import receptor subunit TOM22 homolog

QONS69 0OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TOMM?22 PE=1 SV=3 155 584 1,926 0,295
DNA replication licensing factor MCM3 OS=Homo sapiens

P25205 0X=9606 GN=MCM3 PE=1 5V=3 09 0 0.24 0.01
Pyrroline-5-carboxylate reductase 1, mitochondrial

P32322 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=PYCR1 PE=1 S\VV=2 333 361 100 100
Nuclear pore complex protein Nup93 (Fragment) OS=Homo

H3BP9S sapiens OX=9606 GN=NUP93 PE=1 SV=1 17,8 0 100
Small nuclear ribonucleoprotein E OS=Homo sapiens

P62304 0X=9606 GN=SNRPE PE=1 SV=1 108 193 0,01 0,01

AOASH1ZRQ2 II;QIIE\I:Ai réza;y:;se OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DDX17 804 4119 0,01 0,01
60S ribosomal protein L18 (Fragment) OS=Homo sapiens

HOYHA7 OX=9606 GN=RPL18 PE=1 S\V/=1 19 65,1 0,476 0,903
Serine/arginine-rich-splicing factor 3 OS=Homo sapiens

A0A087X2D0 OX=9606 GN=SRSF3 PE=1 S\V/=1 10,3 7,23 0,317 0,065
Nuclear pore glycoprotein p62 OS=Homo sapiens OX=9606

MOQXNS GN=NUP62 PE=1 SV=1 45,6 0
Transmembrane protein 43 OS=Homo sapiens OX=9606

Q9BTV4 GN=TMEM43 PE=1 S\V=1 44.8 0 0,01 0,01

SARA68 Calcium uniporter protein (Fragment) OS=Homo sapiens 19 0

0X=9606 GN=MCU PE=1 SV=1
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Protein RRP5 homolog OS=Homo sapiens OX=9606

Q14690 GN=PDCD11 PE=1 SV=3 208,6 0
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit L OS=Homo

BOQYS0 sapiens OX=9606 GN=EIF3L PE=1 SV=1 1 48 0,771 1417
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit D

015371 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=EIF3D PE=1 SV=1 639 0 100
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex

K7EJE1 subunit 13 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NDUFA13 17,1 0 0,824 0,01
PE=3 SVv=1
Proline-, glutamic acid- and leucine-rich protein 1 OS=Homo

Q8IZL8 sapiens OX=9606 GN=PELP1 PE=1 SV=2 119,6 0 100
Small nuclear ribonucleoprotein Sm D1 OS=Homo sapiens

P62314 0X=9606 GN=SNRPD1 PE=1 SV=1 133 965 0,9 1,389
Signal peptidase complex catalytic subunit SEC11

HOYNX5 (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SEC11A 12 12,41 0,363 3,13
PE=1 SVv=1
Mitochondrial pyruvate carrier (Fragment) OS=Homo

Q5R3B4 sapiens OX=9606 GN=MPC2 PE=1 SV=1 11,7 0 0,01 0,01
60S ribosomal protein L28 OS=Homo sapiens OX=9606

HOYKDS8 GN=RPL28 PE=1 SV=1 19,1 0 10,081
40S ribosomal protein S13 OS=Homo sapiens OX=9606

P62277 GN=RPS13 PE=1 S\/=2 172 3,81 0,664 0,073
ADP-ribosylation factor-like protein 1 OS=Homao sapiens

FEVYND 0X=9606 GN=ARLL PE=1 SV=1 218 403 0462
Cyclin-dependent kinase 1 OS=Homo sapiens OX=9606

P06493 GN=CDK1 PE=1 S\V=3 34,1 0 0,01 1,04
Zinc finger protein 786 OS=Homo sapiens OX=9606

QBN393 GN=ZNF786 PE=1 S\V=2 89,8 0 100

QIHCJO Trinucleotide repeat-containing gene 6C protein OS=Homo 1759 0 0,01 0,01

sapiens OX=9606 GN=TNRC6C PE=1 SV=3
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Cytochrome c oxidase subunit 2 OS=Homo sapiens

P00403 o TR S -y 255 1208 0,537 0,334
P50402 Emerin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=EMD PE=1 SV=1 29 0 0,198 0,112
BaDYO8 o606 NHNRNPG Pt Vet o 2 1949 0305 0465
overs Do gt i s o o o on
AOA0BTX1I3 Qf‘(":‘gggéeg‘,jgg‘gﬁ A"fpcé’:qpé‘i}‘:'i OS=Homo sapiens 566 0 0,01 0,355
Q96PUY glliltzrodsgzeglizb:e; gr\c;t:elin 3 OS=Homo sapiens OX=9606 277 441 0,01 0,01
avvous S nor sty i s 05 oo s o am  on
AOAOAOMTCL gi‘i%‘gggg",\lpgﬁ:rF‘Z"lgsasl;eEE'I'Zf/ljloSZHomo sapiens 596,10 0 0,497 0,01
coprr i ihdoprae s e G g
AOAOBTXO0X3 ;%ﬁﬁfg”;g‘;%gg%ﬁiﬂﬁgﬁ;ﬁ%&f?&fﬁzH°m° 775 12507 0,297 0,946
s o o

crars NG o are i P T

Q5QNW6 (H3:jt:‘)ﬂ‘;BHélBStgréezzl'g\?f;H‘)mo sapiens OX=9606 139 9854 0,078 0,364
EOPIE4 Mitochondrial carrier homolog 2 (Fragment) OS=Homo 28 5 6,55 0,129 0,418

sapiens 0X=9606 GN=MTCH2 PE=1 SV=8
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Histone deacetylase complex subunit SAP18 (Fragment)

H7BZW6 0OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SAP18 PE=1 S\VV=2 16 0 100
Interleukin enhancer-binding factor 2 OS=Homo sapiens

B4DY09 OX=9606 GN=ILF2 PE=1 SV/=1 389 263 0,032 0,01
Isochorismatase domain-containing protein 2 (Fragment)

KTENV7 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=ISOC2 PE=1 SV/=8 189 0 100
Peroxisomal multifunctional enzyme type 2 OS=Homo

ADABOAHKES o iens OX=9606 GN=HSD17B4 PE=4 SV=1 72 864 1306 0,217
Putative histone H2B type 2-C OS=Homo sapiens OX=9606

Q6DNO03 GN=H2BC20P PE=5 SV/=3 21,5 2,45 0,01 0,474
60S ribosomal protein L10a OS=Homao sapiens OX=9606

P62906 GN=RPL10A PE=1 S\/=2 24,8 0 0,01 0,01
GTP-binding protein SAR1a OS=Homo sapiens OX=9606

QI9NR31 GN=SARIA PE=1 SV=1 224 192 0,146 1,219
MICOS complex subunit MIC13 OS=Homo sapiens

AOALLOTABA  5x=9606 GN=MICOS13 PE=1 SV=1 120
NTPase KAP family P-loop domain-containing protein 1

AOATNAIZI0 0OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=NKPD1 PE=1 SV=1 918 0 0,01 16,018
E3 UFM1-protein ligase 1 OS=Homo sapiens OX=9606

094874 GN=UEL 1 PE=1 S\/=2 89,5 2,02
ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 1 OS=Homo sapiens

BIAHCS 0X=9606 GN=XRCC6 PE=1 SV=1 642 165 001 0.01
Mitochondrial import inner membrane translocase subunit

MOROC3 TIM50 (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 12 0 100
GN=TIMM50 PE=1 SV=1

094829 IST/p):ogtln-13 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=IPO13 PE=1 108 1 0 100

Q13151 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein AO OS=Homo 30,8 9,08 0,72 0,566

sapiens OX=9606 GN=HNRNPAO PE=1 SV=1
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Tissue-resident T-cell transcription regulator protein ZNF683

AOAOAOMSJ7  (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ZNF683 PE=4 20,8 0 100
Sv=1
Bromodomain-containing protein 9 OS=Homo sapiens

QOHBM2 0X=9606 GN=BRD9 PE=1 SV=2 or 0

AOATI2V3U?2 gllzjglleg@gimm OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NPM1 216 39,55 0,181 0,436
Ras-related protein Rab-32 OS=Homo sapiens OX=9606

Q13637 GN=RAB3?2 PE=1 SV=3 25 3,74 0,01 0,01
ATP-dependent RNA helicase DHX29 OS=Homo sapiens

AOA087WYN9 OX=9606 GN=DHX29 PE=1 S\V=1 1552 3,77 100
Acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase

AOA7P0T997  complex OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DLAT PE=1 67,8 1,7 0,01 0,01
Sv=1
Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha,

P08559 somatic form, mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 43,3 0 0,952 0,922
GN=PDHA1 PE=1 SV=3
ATP5MF-PTCD1 readthrough OS=Homo sapiens OX=9606

G3V325 GN=ATP5MF-PTCD1 PE=4 S\V/=1 84,1 345 0,414 0,495
Caseinolytic peptidase B protein homolog OS=Homo sapiens

QOHO78 0X=9606 GN=CLPB PE=1 SV=1 Br 0 0.457 001
ATP-binding cassette sub-family D member 3 OS=Homo

ADASBIITWS o hiens OX=9606 GN=ABCD3 PE=1 SV=2 40 100
Carboxy-terminal domain RNA polymerase 11 polypeptide A

H7C3EOQ small phosphatase 1 (Fragment) OS=Homo sapiens 21,1 0 0,01 0,01
0X=9606 GN=CTDSP1 PE=1 SV=8
40S ribosomal protein S3a (Fragment) OS=Homo sapiens

D6RG13 OX=9606 GN=RPS3A PE=1 S\V/=1 256 1,74 0,251 1,003

Q8N163 Cell cycle and apoptosis regulator protein 2 OS=Homo 102.8 0

sapiens OX=9606 GN=CCAR2 PE=1 SV=2

184



Nuclear pore complex protein Nup50 (Fragment) OS=Homo

BOQY21 sapiens OX=9606 GN=NUP50 PE=1 SV=1 . 192 165 0,01 0,01
Translocating chain-associated membrane protein 1

Q15629 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=TRAM1 PE=1 SV=3 2 43 164 0,01 0,01
60S ribosomal protein L17 (Fragment) OS=Homo sapiens

J3KRX5 OX=9606 GN=RPL17 PE=1 S\V/=1 5 20,2 11,88 0,394 2,588

ESRGY0 SD\e/r:hln OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DERL1 PE=1 9 172 165 0,395
T-complex protein 1 subunit theta (Fragment) OS=Homo

Hrcacs sapiens OX=9606 GN=CCT8 PE=1 SV=1 ! $5 0 0,01 0181
RING-type E3 ubiquitin transferase OS=Homo sapiens

FoH6GA 0X=9606 GN=RMND5B PE=1 SV=1 ! 47 0 100
Tubulin alpha-4A chain OS=Homo sapiens OX=9606

P68366 GN=TUBA4A PE=1 SV/=1 11 49,9 147,42 0,016 0,239

QB8WUY1 Pro_tem TI:IEM6 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=THEM®6 1 239 0 100
PE=1 SV=2
Laminin subunit beta-3 OS=Homo sapiens OX=9606

Q13751 GN=LAMB3 PE=1 SV/=1 7 1295 17,49 0,01 0,066
Putative beta-actin-like protein 3 OS=Homo sapiens

QUBYXY 0X=9606 GN=POTEKP PE=5 SV=1 4 2 sersl 00 0035
Fructose-bisphosphate aldolase A OS=Homo sapiens

P04075 OX=9606 GN=ALDOA PE=1 S\/=2 1 39,4 0 1,551 16,852
Alpha-amylase 1A OS=Homo sapiens OX=9606

PODUBG6 GN=AMY1A PE=1 SV=1 1 57,7 0 11,382 0,01
Dynein axonemal heavy chain 5 OS=Homo sapiens

QBTE73 0X=9606 GN=DNAH5 PE=1 SV=3 . 528,7 0 0,01 0,113
F-actin-capping protein subunit alpha-1 OS=Homo sapiens

P52907 0X=9606 GN=CAPZA1 PE=1 SV=3 . 329 0 0,01 0,01

Q08380 Galectin-3-binding protein OS=Homo sapiens OX=9606 9 65.3 0 8,649 0,01

GN=LGALSS3BP PE=1 SV=1
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Albumin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ALB PE=1

P02768 S\/=2 7 7 69,3 48,06 2,719 0,842

P30041 EeErgi(g%ig;(m-G OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PRDX6 5 9 o5 0 0,641 1,596

Q96CS3 A - L 4 2 2 526 0 3,488 0,01

P69905 oAU Ui one g omo saplens QgRI000 5 5 152 13546 0,012 0,089

Qov4L1 (I-Blmp:o;(;?gg{egéfieg\ggtem 1 OS=Homo sapiens OX=9606 ; 7 1113 575 0,694 2413

P50454 ﬁeErfinsljllzg)S:Homo sapiens OX=9606 GN=SERPINH1 15 15 46,4 6467 1,243 1,792

P81605 g)\e/r:n;udln OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DCD PE=1 3 3 113 3846 18,534 10,247
Glycogen phosphorylase, brain form OS=Homo sapiens

P11216 OX=9606 GN=PYCB PE=1 SV=5 5 5 96,6 5,22 0,01 0,153

G8ILG? ggr:nlegc\j;eirlnosm OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CDSN 1 1 516 0 17.797 0,01
26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 11

000231 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PSMD11 PE=1 SV=3 ! . 474 0 0,01 0,01
Submaxillary gland androgen-regulated protein 3B

P02814 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SMR3B PE=1 SV=2 ! . 8,2 0
Beta-1,3-galactosyl-O-glycosyl-glycoprotein beta-1,6-N-

Q02742 acetylglucosaminyltransferase OS=Homo sapiens OX=9606 1 1 49,8 0 1,362 0,303
GN=GCNT1 PE=1 SV=2
26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 3 OS=Homo

043242 sapiens OX=9606 GN=PSMD3 PE=1 SV=2 2 2 60,9 0 1,154 0,227

p78371 T-complex protein 1 subunit beta OS=Homo sapiens 5 5 575 3,55 0,171 0,048

0X=9606 GN=CCT2 PE=1 SV=4
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Galectin-7 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=LGALS7 PE=1

P47929 S\/=2 1 1 15,1 0 100
26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 14

000487 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=PSMD14 PE=1 SV=1 1 136 0 6.4 0,01
Cartilage intermediate layer protein 2 OS=Homo sapiens

K7EPJ4 OX=9606 GN=CILP2 PE=1 SV=1 1 1 126,8 0 0,01 0,48

COJH19 &a/ti\gpsm D OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CTSD PE=1 1 1 48,6 0
Protein disulfide-isomerase A3 OS=Homo sapiens OX=9606

P30101 GN=PDIA3 PE=1 S\V/~4 6 5 56,7 7,73 0,389 0,752
Tubulin beta-4B chain OS=Homo sapiens OX=9606

P68371 GN=TUBB4B PE=1 SV=1 15 3 49,8 164,21 0,428 1,463
Coatomer subunit alpha OS=Homo sapiens OX=9606

P53621 GN=COPA PE=1 S\/=2 3 3 138,3 0

P84243 ||;|||58:t(inse\/H:3é3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=H3-3A 4 9 153 287,33 0,265 0,89
Pyruvate kinase PKM OS=Homo sapiens OX=9606

P14618 GN=PKM PE=1 S\/=4 17 17 57,9 263,69 0,191 1,4

P07437 -FI;EET g\\?:;a chain OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TUBB 16 4 496 19374 0,453 1884
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 OS=Homo

ADATIZVIZ3  capiens 0X=9606 GN=HNRNPA2B1 PE=1 SV=1 3 3 %2 85 0,072 0,057
60S ribosomal protein L39 OS=Homo sapiens OX=9606

P62891 GN=RPL39 PE=1 S\V/=2 1 1 6,4 0 100
40S ribosomal protein S30 OS=Homo sapiens OX=9606

P62861 GN=FAU PE=1 SV=1 1 1 6,6 0 0,01 0,01
ATP-dependent 6-phosphofructokinase, liver type OS=Homo

P17858 sapiens OX=9606 GN=PFKL PE=1 S\V=6 . 1 85 0 0,01 1,578

P12273 Prolactin-inducible protein OS=Homo sapiens OX=9606 9 9 16,6 12,6 0,08 4,833

GN=PIP PE=1 SV=1
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Protein disulfide-isomerase A4 OS=Homo sapiens OX=9606

P13667 GN=PDIA4 PE=1 S\/=2 72,9 8,09 0,01 0,489
Q13753 éﬂﬂﬁ&%’;?&ﬂﬂ@? oMo .  00° 1309 2,96 0,01 0,01
s 1m0 oo
000622 gﬁgg?:rrlill_llyPrEe:T%e\r/:l}OS:HOmo saplen-s 0OX=9606 42 35 0,01 1.365
QINZT1 gal\llrjgiullll\r)l-ll_lgipéﬂeér{/ig)S:Homo sapiens OX=9606 159 419 100 100
P01242 ngO\:/\ét;rlllgo;rlrzlgges\eiignt OS=Homo sapiens OX=9606 o5 2152 0,01 0,01
ey T
et aaery ren OS=Homs s o om oo
PO0558 grﬁigrgﬁlf/ggitf é(i;l:ge 1 OS=Homo sapiens OX=9606 446 545 0,01 2217
Q86YA3 ErEo:tiirg\Z/S?I:%Fl OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ZGRF1 236.5 0 100

K7EQLG (LBJmglﬁggglzhgggl%s\elzllos:Homo sapiens OXf9606 143.8 0 100

coPiceT L S s S Homo pirs “ o

3 o w0

oYK A 280 e OS-Homo i .

EOPCY7 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H OS=Homo 471 0 100

sapiens OX=9606 GN=HNRNPH1 PE=1 SV=1
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TBC1 domain family member 7 OS=Homo sapiens

QOPONS 0X=9606 GN=TBC1D7 PE=1 SV=1 34 0 100
Ubiquinone biosynthesis monooxygenase COQ6,

G3V2L5 mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 GN=COQ6 9,4 0 100
PE=1 SVv=1
F-box/WD repeat-containing protein 4 OS=Homo sapiens

AOASFOURSS 5y -9606 GN=FBXW4 PE=L SV=1 618 372 100
Protein ecdysoneless homolog OS=Homo sapiens OX=9606

095905 GN=ECD PE=1 SV=1 72,7 0 100
Neuroblastoma-amplified sequence OS=Homo sapiens

AZRRPL 0X=9606 GN=NBAS PE=1 SV=2 2684 0 100
Scavenger receptor class F member 2 OS=Homo sapiens

Q96GP6 0X=9606 GN=SCARF2 PE=1 SV=5 92,3 0 100
Translin-associated factor X-interacting protein 1 OS=Homo

E7ENJ sapiens OX=9606 GN=TSNAXIP1 PE=1 SV=1 4 0 100
Stabilizer of axonemal microtubules 1 OS=Homo sapiens

F65232 0X=9606 GN=SAXO1 PE=1 SV=2 468 0 100
Protein AF-17 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MLLT6

P55198 PE=1 SV/=3 112 0 100
Myosin-l1la OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MYO3A

Q8NEV4 PE=1 S\/=2 186,1 0 100
Keratin, type Il cytoskeletal 3 OS=Homo sapiens OX=9606

P12035 GN=KRT3 PE=1 SV=3 64,4 84,47 100

QBWXEO g\a/s:kzln-Z OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CASKIN2 PE=1 1267 0 100
Zinc finger protein 845 OS=Homo sapiens OX=9606

Q96IR2 GN=7ZNE845 PE=1 SV/=3 1131 341 100

Q6YHUS Thyroid adenoma-associated protein OS=Homo sapiens 2195 0 100

0X=9606 GN=THADA PE=1 SV=1
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Alpha-(1,6)-fucosyltransferase OS=Homo sapiens OX=9606

AOAB69KAW1 GN=FUT8 PE=1 S\/=1 1 53,4 0 100
Keratin, type Il cytoskeletal 79 OS=Homo sapiens OX=9606

Q5XKE5 GN=KRT79 PE=1 S\/=2 6 57,8 97,38 100
Ribosomal protein S6 kinase-like 1 OS=Homo sapiens

QOY6S9 0X=9606 GN=RPS6KL1 PE=2 SV=1 ! 0 0 100

Q5JP53 gll;t:)lil |Sn\?:eia chain OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TUBB 8 477 1249 2738 0,81
39S ribosomal protein L27, mitochondrial OS=Homo sapiens

Q9POMS 0X=9606 GN=MRPL27 PE=1 SV=1 ! 1610 0,204 0,043
Keratin, type Il cytoskeletal 6B OS=Homo sapiens OX=9606

P04259 GN=KRT6B PE-1 SV/=5 18 60 400,04 0,134 0,01
RNA-binding protein FUS OS=Homo sapiens OX=9606

P35637 GN=FUS PE=1 SV=1 1 53,4 0 0,048 0,01
40S ribosomal protein S15a (Fragment) OS=Homo sapiens

H3BN98 OX=9606 PE=3 S\/=2 1 27,2 3,66 0,029 0,01
Glutathione transferase (Fragment) OS=Homo sapiens

FoH760 0X=9606 GN=MGST1 PE=1 SV=1 2 e 0 0,028 0.01
40S ribosomal protein S16 (Fragment) OS=Homo sapiens

MOQXT76 0X=9606 GN=RPS16 PE=1 SV=1 2 °6 184 001 0.01
Protein-L-isoaspartate O-methyltransferase domain-

F5H1M8 containing protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606 1 32,1 0 0,01 0,388
GN=PCMTD1 PE=1 SV=1
78 kDa glucose-regulated protein OS=Homo sapiens

AOAT7POTAIO OX=9606 GN=HSPA5 PE=1 SV=1 5 68,1 8,25 0,01 0,32
UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase OS=Homo

Q16851 sapiens OX=9606 GN=UGP2 PE=1 SV=5 2 569 0 0,01 0,01

Q9UQ35 Serine/arginine repetitive matrix protein 2 OS=Homo sapiens 1 299 4 0 0,01 0,01

0X=9606 GN=SRRM2 PE=1 SV=2
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Keratin, type Il cytoskeletal 72 OS=Homo sapiens OX=9606

Q14CN4 GN=KRT72 PE=1 S\V/=2 55,8 52,04 0,01 0,01
P10599 'Sl'{mli(:)gedoxin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TXN PE=1 117 0 0,01 0,106
QBIE36 gpfgggggfgggg 28282: promo SISNS _OXZ%OG 161,10 0,01 0,01
P23526 édNe:nXa/(l:h\c()rB%iftg{?:ze OS=Homo sapiens OX:9606j 47,7 0 0,01 0,01
12 O agn b o oM siens 21 304 oo oo
©8 o oo oo
s o om oo
FBW7S5 gllsl)gsr\?gwépbllr;dézg %r\(;t:(ain 1 OS=Homo sapiens OX=9606 84.3 1,68 0,01 0,01
E9PQD7 AéOI\SIZrIinF?Sch)rEaEI:plr%t\e/inSZ OS=Homo sapiens OX=9606 259 1.94 0,01 0,292
BADNKA4 E;ér:ui/ast{e/l:ilnase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PKM 499 1282 0,01 0,053
I e Vel i o oo oo
D6RATO Aéobslzr;abségz?jlggtesl\r}ffa OS:Homf) sapiens OX=9606 259 372 0,01 0,01
Q14117 g-:\fllzgg%rlgégll-rlgis :()18:Homo saplefls 0X=9606 56.6 0 0.01 0.01
092610 élﬁlz;pl%gg%rgtérlsg\z/i)zs:Homo sapiens OX=9606 137.4 0 0,01 11,738
Q16778 Histone H2B type 2-E OS=Homo sapiens OX=9606 139 366 0,01 3,704

GN=H2BC21 PE=1 SV=3
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60S ribosomal protein L11 OS=Homo sapiens OX=9606

Q5VvVC8 GN=RPL11 PE=1 SV=2 19 4,83 0,01 0,135
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M (Fragment)

MOQzM1 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=HNRNPM PE=1 SV/=1 4 0 0,01 0,01
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Homo sapiens

AOA590UK80 OX=9606 PE=3 S\V/=1 121 0 0,01 0,01
Spliceosome RNA helicase DDX39B (Fragment) OS=Homo

ADALA0TITS (o hiens OX=9606 GN=DDX39B PE=1 SV=2 156 0 0,01 0,01
Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 OS=Homo sapiens

AOAT7POTIF1 OX=9606 GN=DYNC1H1 PE=1 SV/=1 4315 0 0,01 0,613
Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase,

Q5T4U5 mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ACADM 50,2 0 0,01 0,01
PE=1SVv=1
Procollagen-lysine 5-dioxygenase OS=Homo sapiens

E7ETU9 0X=9606 GN=PLOD2 PE=1 SVV=1 811 0 0,01 0,01
Ras-related protein Rap-1b (Fragment) OS=Homo sapiens

FBWBCO 0X=9606 GN=RAP1B PE=4 S\VV=1 3,5 1,99 0,01 0,157
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1, isoform

AOA024RA28 CRA_d OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HNRNPA2B1 31,1 0 0,01 0,01
PE=1 SVv=1
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2 OS=Homo

BADSUG sapiens 0X=9606 GN=HNRNPC PE=1 SV=1 15,7 0 0,01 0,01
60S ribosomal protein L34 OS=Homo sapiens OX=9606

P49207 GN=RPL34 PE=1 SV=3 133 1,75 0,01 0,164

AOA7I2V5S? Ellzjglle%p{;lgimm OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NPM1 339 1.77 0,01 0,01
Ras-related protein Rab-7a OS=Homo sapiens OX=9606

C9J4S4 GN=RAB7A PE=1 SV=1 11 0 0,01 0,01

H3BRG4 Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial 446 261 0,01 0,01

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=UQCRC2 PE=1 SV=1
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40S ribosomal protein S9 OS=Homo sapiens OX=9606

B5SMCTS N T gl 166 1,94 0,01 0,01
oAV e e 2 o o oo
TDHT e s e
QOULVS (HBENai;gOISAI',( I:‘)aEcicirSp\r/o:t(;ln 4 OS=Homo sapiens OX=9606 53 0 0,01 0,01
el A S wo o om ool
QUAGE Lol e iaing et 50 OS=Hama s o o oo oo
sopLo BN bndng raeh by (sgment) OS=Hama i w7 o oo oo
EOPKS6 Zel\rlpil QEI_IEP(IFNrIi%rrlgeé]Bl%i/::qomo sapiens OX=9606 26.9 0 0,01 0,01
ss o oo oo
Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component
HOYIFO (C aament) OS=tiomo sapiens OX-9606 GN=DLST PE-1 84 0 0oL 00
P53367 Z\Efzétin-l OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ARFIP1 PE=1 417 0 0,01 0,01
EOPS50 é())?zrété%%ogﬁlzpégtgilg S;}E3:(1Fgg/;;nlent) OS=Homo sapiens 125 1,83 0,01 0,01
A2A3RS Aéohslzr;ebségn;ag:p)lrcnst{a/lQlSG OS=Homo sapiens OX=9606 o5 231 0,01 0,01
F5H282 T-complex protein 1 subunit alpha OS=Homo sapiens 364 202 0,01 0,01

0X=9606 GN=TCP1 PE=1 SV=1
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Sideroflexin-1 (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606

D6RFI0 GN=SFXN1 PE=15v=8 - | 1 1 214 0 0,01 0,01
VG m ek ey 1 L 74 0
Ya0 e ey 4 4 % im
AOAT7I2V599 gONk:%aS‘;hSﬁg‘:';‘ g\?:llﬂomo Sap'e”_s OX=060g 4 4 578 513 0,01
043692 Zel\ﬁ)tzlg?ig glglzblltg{;:iOS:Homo sapiens OX:S.)606 1 1 29 0
e Sy 1 1w g
QuicRy  LoEend e g pen OSHTis yy a17 o
P61026 Ras-related protein Rab-10 OS=Homo sapiens OX=9606 9 9 225 0 0,32 7.206

GN=RAB10 PE=1 SV=1

EK-5. nLC-MS/MS analizleri sonucu hiicre gruplar arasinda anlamal farkhihk gosteren proteinler

Grup-1

Protein PtOtem

Accession yogunluk yogunluk
Protein Tanimi1 Gen senbolii : orant: (mda mb
no orani : (Mcf7)

/ (MCF10A) )
(mcf10A)

P43490 Nicotinamide phosphoribosyltransferase OS=Homo sapiens OX=9606 NAMPT 8,31 47,692

GN=NAMPT PE=1 SV=1
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Q9UJSO Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar2 OS=Homo SLC25A13 >100 >100
sapiens OX=9606 GN=SLC25A13 PE=1 SV=2
P02786 Transferrin receptor protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TFRC  TFRC 3,72 6,989
PE=1 SV=2
043150 Arf-GAP with SH3 domain, ANK repeat and PH domain-containing ASAP2 14,501 17,996
protein 2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ASAP2 PE=1 SV=3
P07237 Protein disulfide-isomerase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=P4HB PAHB >100 >100
PE=1 SV=3
P05109 Protein S100-A8 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN= PE=1 SV=1 S100A8 >100 >100
P01834 Immunoglobulin kappa constant OS=Homo sapiens OX=9606 IGKC >100 >100
GN=IGKC PE=1 SV=2
Q02413 Desmoglein-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DSG1 PE=1 SV=2 DSG1 >100 >100
Q8IVv04 Carabin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TBC1D10C PE=1 SV=1 TBC1D10C 10,274 25,752
Q8IWV?2 Contactin-4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CNTN4 PE=1 SV=1 CNTN4 0,874 46,508
Grup- 2
. Protein
; Ptoteln yogunluk
Accession Protein Tanimi Gen senbolii yog-unluk orant: (mda mb
no orani : (Mcf7)
/ (MCFL0A) )
(mcf10A)
Heat shock protein HSP 90-alpha OS=Homo sapiens OX=9606
P07900 GN=HSP90AA1 PE=1 SV=5 HSP90AA1 0,041 0,01
4F2 cell-surface antigen heavy chain OS=Homo sapiens OX=9606
F5GZS6 GN=SLC3A2 PE=1 SV=1 SLC3A2 0,698 0,426
ATP synthase subunit O, mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606
P48047 GN=ATP5PO PE=1 SV=1 ATP5PO 0,857 0,01
P27105 Stomatin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=STOM PE=1 SV=3 STOM 0,27 0,656
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Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 OS=Homo sapiens

P21796 0X=9606 GN=VDAC1 PE=1 SV=2 VDAC1 0,329 0,288
QINQC3 Reticulon-4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RTN4 PE=1 S\VV=2 RTN4 0,602 0,085
Ras-related protein Rab-3D OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RAB3D
095716 PE=1 SVv=1 RAB3D 0,455 0,378
ATPase family AAA domain-containing protein 3B OS=Homo sapiens
Q5T9A4 0X=9606 GN=ATAD3B PE=1 SV=1 ATAD3B 0,482 0,116
Short transient receptor potential channel 4 OS=Homo sapiens OX=9606
Q9UBN4 GN=TRPC4 PE=1 SV=1 TRPC4 47,219 0,01
Glutamate receptor-interacting protein 2 OS=Homo sapiens OX=9606
Q9COE4 GN=GRIP2 PE=1 SV=4 GRIP2 0,529 0,118
C9JZR2 Catenin delta-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CTNND1 PE=1 SVV=2 CTNND1 0,416 0,01
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-3 OS=Homo
FBWBY4 sapiens OX=9606 GN=ATP1B3 PE=1 SV=1 ATP1B3 0,208 0,166
Constitutive coactivator of PPAR-gamma-like protein 1 OS=Homo
QINZB2 sapiens OX=9606 GN=FAM120A PE=1 SV=2 FAM120A 0,058 <0,01
Receptor protein-tyrosine kinase OS=Homo sapiens OX=9606
J3QLU9 GN=ERBB2 PE=1 SV=1 ERBB2 0,012 <0,01
Caveolae-associated protein 2 OS=Homo sapiens OX=9606
095810 GN=CAVIN2 PE=1 SV=3 CAVIN2 <0,01 <0,01
Grup-3
. Protein
. Ptoteln yogunluk
Accession Protein Tanimi Gen senbolii yog-unluk orant: (mda mb
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Ras-related protein Rab-35 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RAB35
Q15286 PE=1SVv=1 RAB35 <0,01 <0,01
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Ras-related protein Rab-13 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RAB13

P51153 PE=1 SV=1 RAB13 <0,01 <0,01

E7EUI6 Integrin beta OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ITGB1 PE=1 SV=2 ITGB1 <0,01 <0,01

P12814 Alpha-actinin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ACTN1 PE=1 SV=2 ACTN1 <0,01 <0,01
Complement component C8 alpha chain OS=Homo sapiens OX=9606

P07357 GN=C8A PE=1 SV=2 C8A <0,01 <0,01
EH domain-containing protein 2 OS=Homo sapiens OX=9606

QINZN4 GN=EHD2 PE=1 SV=2 EHD2 <0,01 <0,01
Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(O) subunit gamma-12

Q9UBI6 0OS=Homo sapiens OX=9606 GN=GNG12 PE=1 SV=3 GNG12 <0,01 <0,01

Q15019 Septin-2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SEPTIN2 PE=1 SV=1 SEPTIN2 <0,01 <0,01

P55290 Cadherin-13 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CDH13 PE=1 SV=1 CDH13 <0,01 <0,01
Secl family domain-containing protein 2 OS=Homo sapiens OX=9606

Q8WU76 GN=SCFD2 PE=1 SV=2 SCFD2 <0,01 <0,01
Aspartyl/asparaginyl beta-hydroxylase OS=Homo sapiens OX=9606

Q12797 GN=ASPH PE=1 SV=3 ASPH <0,01 <0,01

P01024 Complement C3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=C3 PE=1 SV=2 C3 <0,01 <0,01

G3V1Q4 Septin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SEPTIN7 PE=1 SV=2 SEPTIN7Y <0,01 <0,01
Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 3 OS=Homo sapiens OX=9606

Q14573 GN=ITPR3 PE=1 SV=2 ITPR3 <0,01 <0,01
Bifunctional glutamate/proline--tRNA ligase OS=Homo sapiens

P07814 0X=9606 GN=EPRS1 PE=1 SV=5 EPRS1 <0,01 <0,01
Immunoglobulin heavy variable 1-3 OS=Homo sapiens OX=9606

AOA0C4DH29 GN=IGHV1-3 PE=3 SV=1 IGHV1-3 <0,01 <0,01

E9PQM1 Cathepsin B OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CTSB PE=1 SV=2 CTSB <0,01 <0,01
Ras-related protein R-Ras OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RRAS

P10301 PE=1 SVv=1 RRAS <0,01 <0,01
Serum paraoxonase/arylesterase 2 OS=Homo sapiens OX=9606

Q15165 GN=PON2 PE=1 SV=4 PON2 <0,01 <0,01
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Tight junction protein ZO-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TJP1

G3V1L9 PE=1 SV=2 TJP1 <0,01 <0,01

P98161 Polycystin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PKD1 PE=1 SV=3 PKD1 <0,01 <0,01

Q92597 Protein NDRG1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NDRG1 PE=1 SV=1 NDRG1 <0,01 <0,01

Q14254 Flotillin-2 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=FLOT2 PE=1 SV=2 FLOT2 <0,01 <0,01
Glutathione S-transferase P OS=Homo sapiens OX=9606 GN=GSTP1

P09211 PE=1 SV=2 GSTP1 <0,01 <0,01
V-set and immunoglobulin domain-containing protein 10-like 2

PODP72 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=VSIG10L2 PE=3 SV=1 VSIG10L2 <0,01 <0,01

Q16552 Interleukin-17A OS=Homo sapiens OX=9606 GN=IL17A PE=1 SV=1 IL17A <0,01 <0,01
High mobility group protein B1 OS=Homo sapiens OX=9606

P09429 GN=HMGB1 PE=1 SV=3 HMGB1 <0,01 <0,01

P06703 Protein S100-A6 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=S100A6 PE=1 SV=1 S100A6 <0,01 <0,01

Q86TC9 Myopalladin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MYPN PE=1 SV=2 MYPN <0,01 <0,01

Q9BQG1 Synaptotagmin-3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SYT3 PE=1 SV=1 SYT3 <0,01 <0,01
Dedicator of cytokinesis protein 4 OS=Homo sapiens OX=9606

Q8N110 GN=DOCK4 PE=1 SV=3 DOCK4 <0,01 <0,01

Q14126 Desmoglein-2 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=DSG2 PE=1 SV=2 DSG2 <0,01 <0,01
Adenylyl cyclase-associated protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606

Q01518 GN=CAP1 PE=1 SV=5 CAP1 <0,01 <0,01

P26006 Integrin alpha-3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ITGA3 PE=1 SV=5 ITGA3 <0,01 <0,01
Transmembrane emp24 domain-containing protein 10 OS=Homo sapiens

P49755 0X=9606 GN=TMED10 PE=1 SV=2 TMED10 <0,01 <0,01
Voltage-dependent N-type calcium channel subunit alpha OS=Homo

B1AQKY sapiens OX=9606 GN=CACNA1B PE=1 SV=1 CACNAI1B <0,01 <0,01

Q9HBMO Vezatin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=VEZT PE=1 SV=3 VEZT <0,01 <0,01

P19022 Cadherin-2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CDH2 PE=1 SV=4 CDH?2 <0,01 <0,01

Protein kinase C eta type OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PRKCH
P24723 PE=1SV=4 PRKCH <0,01 <0,01
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Rho GDP-dissociation inhibitor 1 OS=Homo sapiens OX=9606

P52565 GN=ARHGDIA PE=1 SV=3 ARHGDIA <0,01 <0,01
P09958 Furin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FURIN PE=1 SVV=2 FURIN <0,01 <0,01
Copper-transporting ATPase 2 OS=Homo sapiens OX=9606
P35670 GN=ATP7B PE=1 SV=4 ATP7B <0,01 <0,01
Saccharopine dehydrogenase-like oxidoreductase OS=Homo sapiens
Q8NBX0 0X=9606 GN=SCCPDH PE=1 SV=1 SCCPDH <0,01 <0,01
Q9GZP1 Neurensin-2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NRSN2 PE=1 SV=1 NRSN2 <0,01 <0,01
Trace amine-associated receptor 8 OS=Homo sapiens OX=9606
Q969N4 GN=TAARS8 PE=2 SV=1 TAARS <0,01 <0,01
Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core protein
P98160 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HSPG2 PE=1 SV=4 HSPG2 <0,01 <0,01
Lymphocyte cytosolic protein 2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=LCP2
Q13094 PE=1 SVv=1 LCP2 <0,01 <0,01
P21579 Synaptotagmin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SYT1 PE=1 SV=1 SYT1 <0,01 <0,01
Grup-4
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ADP-ribosylation factor 5 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ARF5
P84085 PE=1 SV=2 ARF5 >100
Lysophosphatidylcholine acyltransferase 1 OS=Homo sapiens OX=9606
Q8NF37 GN=LPCAT1 PE=1 SV=2 LPCAT1 >100

Major facilitator superfamily domain-containing protein 10 OS=Homo
Q14728 sapiens OX=9606 GN=MFSD10 PE=1 SV=1 MFSD10 >100
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Ras-related protein Rab-3C OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RAB3C

Q96E17 PE=1 SV=1 RAB3C >100

P15924 Desmoplakin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DSP PE=1 SV=3 DSP >100
ATP-binding cassette sub-family A member 13 OS=Homo sapiens

Q86UQ4 0X=9606 GN=ABCA13 PE=2 SVV=3 ABCA13 >100
Semaphorin-3C OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SEMA3C PE=2

Q99985 Sv=2 SEMA3C >100

Q6N022 Teneurin-4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TENM4 PE=1 SVV=2 TENMA4 >100

J3KR82 Polo-like kinase 4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PLK4 PE=1 SV=1 PLK4 >100
Catenin alpha-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CTNNA1 PE=1

P35221 Sv=1 CTNNA1 >100
Protocadherin alpha-13 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PCDHA13

Q9Y5I0 PE=2 SV=1 PCDHA13 >100
Monocarboxylate transporter 9 OS=Homo sapiens OX=9606

Q7RTY1 GN=SLC16A9 PE=1 SV=1 SLC16A9 >100
Cardiomyopathy-associated protein 5 OS=Homo sapiens OX=9606

Q8N3K9 GN=CMYAG5 PE=1 SV=3 CMYAS >100
Coatomer subunit beta OS=Homo sapiens OX=9606 GN=COPB1 PE=1

P53618 Sv=3 COPB1 >100
Voltage-dependent calcium channel subunit alpha-2/delta-2 OS=Homo

QINY47 sapiens OX=9606 GN=CACNA2D2 PE=1 SV=2 CACNA2D2 >100
Phosphorylase b kinase regulatory subunit alpha, liver isoform

P46019 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=PHKA2 PE=1 SV=1 PHKA2 >100
WD repeat and FYVE domain-containing protein 3 OS=Homo sapiens

Q81ZQ1 0X=9606 GN=WDFY3 PE=1 SV=2 WDFY3 >100

Q08554 Desmocollin-1 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=DSC1 PE=1 S\V=2 DSC1 >100

L-xylulose reductase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DCXR PE=1
Q7Z24W1 Sv=2 DCXR >100
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3-beta-hydroxysteroid-Delta(8),Delta(7)-isomerase OS=Homo sapiens

Q15125 0X=9606 GN=EBP PE=1 S\V=3 EBP >100
Unconventional myosin-ld OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MYO1D

094832 PE=1 SV=2 MYO1D >100

Q5T321 Neurobeachin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NBEA PE=1 SV=2 NBEA >100

095197 Reticulon-3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RTN3 PE=1 SV=2 RTN3 >100
Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit beta OS=Homo

014920 sapiens OX=9606 GN=IKBKB PE=1 SV=1 IKBKB >100
Putative gap junction epsilon-1 protein OS=Homo sapiens OX=9606

ABNN92 GN=GJE1 PE=5 SVv=1 GJE1 >100
Endogenous retrovirus group K member 6 Env polyprotein OS=Homo

Q69384 sapiens 0X=9606 GN=ERVK-6 PE=1 SV=1 ERVK-6 >100

Q92851 Caspase-10 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CASP10 PE=1 SV=3 CASP10 >100

075445 Usherin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=USH2A PE=1 SV=3 USH2A >100
DnaJ homolog subfamily A member 3, mitochondrial OS=Homo sapiens

Q96EY1 0X=9606 GN=DNAJA3 PE=1 S\VV=2 DNAJA3 >100
TRAF2 and NCK-interacting protein kinase OS=Homo sapiens

Q9UKES 0X=9606 GN=TNIK PE=1 SV=1 TNIK >100
Guanine nucleotide exchange factor DBS OS=Homo sapiens OX=9606

015068 GN=MCF2L PE=1 SV=2 MCF2L >100
Transforming growth factor beta activator LRRC32 OS=Homo sapiens

Q14392 0X=9606 GN=LRRC32 PE=1 SV=1 LRRC32 >100

Q00341 Vigilin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HDLBP PE=1 SV=2 HDLBP >100
DNA repair protein-complementing XP-C cells (Fragment) OS=Homo

E7EUBS sapiens OX=9606 GN=XPC PE=1 SV=1 XPC >100
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FBW7UO Intersectin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ITSN1 PE=1 SV=1 ITSN1 >100
Plasma membrane calcium-transporting ATPase 1 OS=Homo sapiens

P20020 0X=9606 GN=ATP2B1 PE=1 SV=4 ATP2B1 >100
Patatin-like phospholipase domain-containing protein 2 OS=Homo

Q96AD5 sapiens OX=9606 GN=PNPLA2 PE=1 SV=1 PNPLA2 >100
Gamma-2-syntrophin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SNTG2 PE=1

QINY99 SvV=2 SNTG2 >100
Brain-specific angiogenesis inhibitor 1-associated protein 2-like protein 2

Q6UXY1 0OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=BAIAP2L2 PE=1 SV=1 BAIAP2L2 >100
Inactive histone-lysine N-methyltransferase 2E OS=Homo sapiens

Q81ZD2 0X=9606 GN=KMT2E PE=1 SV=1 KMT2E >100
Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2 OS=Homo sapiens

P21980 0X=9606 GN=TGM2 PE=1 SV=2 TGM2 >100

P16452 Protein 4.2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=EPB42 PE=1 SV=3 EPB42 >100
Microtubule-actin cross-linking factor 1, isoforms 1/2/3/5 OS=Homo

Q9UPN3 sapiens OX=9606 GN=MACF1 PE=1 SV=4 MACF1 >100

A2A376 RNA helicase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DDX58 PE=1 SV=1 DDX58 >100
Platelet glycoprotein Ib alpha chain OS=Homao sapiens OX=9606

P07359 GN=GP1BA PE=1 SV=2 GP1BA >100
Atrial natriuretic peptide receptor 1 OS=Homo sapiens OX=9606

P16066 GN=NPR1 PE=1 SV=1 NPR1 >100
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Short transient receptor potential channel 4 OS=Homo sapiens OX=9606
Q9UBN4 GN=TRPC4 PE=1 SV=1 TRPC4 47,219 0,01
ADP/ATP translocase 1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SLC25A4
P12235 PE=1 SV=4 SLC25A4 9,778 0,232
Ras-related protein Rab-5A OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RAB5A
P20339 PE=1 SV=2 RAB5SA 26,228 1,463
Zinc-alpha-2-glycoprotein OS=Homo sapiens OX=9606 GN=AZGP1
P25311 PE=1 SV=2 AZGP1 5,791 1,753
Secl family domain-containing protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606
Q8WVMS GN=SCFD1 PE=1 SV=4 SCFD1 4,96 0,681
Ras-related protein Rap-2c OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RAP2C
Q9Y3L5 PE=1 SVv=1 RAP2C 13,389 2,052
BTB/POZ domain-containing protein KCTD3 OS=Homo sapiens
Q9Y597 0X=9606 GN=KCTD3 PE=1 S\VV=2 KCTD3 94,4 2,686
P01116 GTPase KRas OS=Homo sapiens OX=9606 GN=KRAS PE=1 SV=1 KRAS 31,763 0,01
Small subunit processome component 20 homolog OS=Homo sapiens
075691 0X=9606 GN=UTP20 PE=1 SV=3 UTP20 29,929 7,842
ATP-dependent RNA helicase DDX50 OS=Homo sapiens OX=9606
Q9BQ39 GN=DDX50 PE=1 SV=1 DDX50 3,015 1,736
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P07355 Annexin A2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ANXA2 PE=1 SV=2 ANXA2 0,033 0,428
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Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase OS=Homo sapiens

P04406 0X=9606 GN=GAPDH PE=1 SV=3 GAPDH 0,067 0,847

P06733 Alpha-enolase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ENO1 PE=1 SV=2 ENO1 0,305 1,549
Complement component C9 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=C9 PE=1

P02748 Sv=2 C9 0,01 0,331

P14625 Endoplasmin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HSP90B1 PE=1 S\V=1 HSP90B1 0,294 0,833
Neuroblast differentiation-associated protein AHNAK OS=Homo sapiens

Q09666 0X=9606 GN=AHNAK PE=1 SV=2 AHNAK 0,102 0,459
Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2 OS=Homo

P04899 sapiens OX=9606 GN=GNAI2 PE=1 SV=3 GNAI2 0,015 0,318
Ryanodine receptor 2 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=RYR2 PE=1

Q92736 SVv=3 RYR2 0,02 0,686
Caveolae-associated protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606

Q6NZI2 GN=CAVIN1 PE=1 SV=1 CAVIN1 0,056 1,591
Clathrin heavy chain OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CLTC PE=1

AOA087WVQ6 SV=1 CLTC 0,098 0,797

P26038 Moesin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MSN PE=1 SV=3 MSN 0,01 0,838
CD44 antigen (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CD44 PE=1

HOYCV9 SvV=2 CD44 0,01 1,756

P04004 Vitronectin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=VTN PE=1 SV=1 VTN 0,01 0,746
Microsomal glutathione S-transferase 1 OS=Homo sapiens OX=9606

P10620 GN=MGST1 PE=1 SV=1 MGST1 0,01 0,271
Extended synaptotagmin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ESYT1

Q9BSJ8 PE=1 SVv=1 ESYT1 0,099 1,998
Neogenin (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NEO1 PE=1

Q59FP8 Sv=1 NEO1 0,01 0,727
Unconventional myosin-1b OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MYO1B

E9PDF6 PE=1 SVv=1 MYO1B 0,01 1,727

Q96TAL Protein Niban 2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NIBAN2 PE=1 SV=3 NIBAN?2 0,01 1,688
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Epidermal growth factor receptor OS=Homo sapiens OX=9606

P00533 GN=EGFR PE=1 SV=2 EGFR 0,01 0,775
Myeloid-associated differentiation marker OS=Homo sapiens OX=9606

Q96S97 GN=MYADM PE=1 SV=2 MYADM 0,01 1,084

Q8N271 Prominin-2 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=PROM2 PE=1 SV=1 PROM2 0,01 1,342

QoULV4 Coronin-1C OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=CORO1C PE=1 SV=1 CORO1C 0,01 2,012
Protein S100-A10 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=S100A10 PE=1

P60903 Sv=2 S100A10 0,01 0,438
Complement component C7 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=C7 PE=1

P10643 Sv=2 C7 0,01 0,23
Extended synaptotagmin-2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ESYT2

AOA499FIX8 PE=1Sv=1 ESYT2 0,01 1,038

Q9Y490 Talin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TLN1 PE=1 SV=3 TLN1 0,055 4,729

Q9Y493 Zonadhesin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ZAN PE=2 SV=5 ZAN 0,015 0,212
Ras-related protein Rab-19 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RAB19

A4D1S5 PE=1 SV=2 RAB19 0,01 2,78
Minor histocompatibility antigen H13 OS=Homo sapiens OX=9606

Q8TCT9 GN=HM13 PE=1 SV=1 HM13 0,01 1,576
Exocyst complex component 7 OS=Homo sapiens OX=9606

Q9UPT5S GN=EXOC7 PE=1 SV=3 EXOC7 0,01 4,367
EH domain-containing protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606

A0A024R571 GN=EHD1 PE=1 SV=1 EHD1 0,01 4,44

K7EKIO Envoplakin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=EVPL PE=1 SV=1 EVPL 0,01 0,416

P12259 Coagulation factor V OS=Homo sapiens OX=9606 GN=F5 PE=1 SV=4 F5 0,01 0,319
Plasma membrane calcium-transporting ATPase 3 OS=Homo sapiens

Q16720 0X=9606 GN=ATP2B3 PE=1 SV=3 ATP2B3 0,01 1,84
Chloride intracellular channel protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606

000299 GN=CLIC1 PE=1 SV=4 CLIC1 0,01 0,724
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Plasminogen activator inhibitor 1 OS=Homao sapiens OX=9606

P05121 GN=SERPINE1 PE=1 SV=1 SERPINE1 0,01 0,893
Antithrombin-111 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SERPINC1 PE=1
P01008 Sv=1 SERPINC1 0,01 0,273
P21333 Filamin-A OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FLNA PE=1 S\V=4 FLNA 0,043 0,306
P35579 Myosin-9 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MYH9 PE=1 S\V=4 MYH9 0,025 0,387
Aminopeptidase N OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ANPEP PE=1
P15144 Sv=4 ANPEP 0,01 0,569
Q03135 Caveolin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CAV1 PE=1 SV=4 CAV1 0,012 0,362
P21589 5'-nucleotidase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NT5E PE=1 SV=1 NT5E 0,01 0,281
Serine protease HTRA1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HTRA1
Q92743 PE=1 SVv=1 HTRA1 0,01 0,343
075369 Filamin-B OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FLNB PE=1 S\V=2 FLNB 0,034 0,683
NADH-cytochrome b5 reductase 1 OS=Homo sapiens OX=9606
Q9UHQ9 GN=CYB5R1 PE=1 SV=1 CYB5R1 0,106 0,219
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 OS=Homo sapiens OX=9606
P33121 GN=ACSL1 PE=1 SV=1 ACSL1 0,01 0,216
QINZM1 Myoferlin OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=MYOF PE=1 SV=1 MY OF 0,01 0,41
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Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 OS=Homo
Q15582 sapiens OX=9606 GN=TGFBI PE=1 SV=1 TGFBI 0,01 0,016

P02751 Fibronectin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FN1 PE=1 SV=5 FN1 0,019 0,119
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Complement component C6 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=C6 PE=1

P13671 Sv=3 C6 0,028 0,156
P01031 Complement C5 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=C5 PE=1 SV=4 C5 0,01 0,175
P00734 Prothrombin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=F2 PE=1 SV=2 F2 0,01 0,064
Q6YHK3 CD109 antigen OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CD109 PE=1 SV=2 CD109 0,01 0,187
Monocarboxylate transporter 4 OS=Homo sapiens OX=9606
J3QQV2 GN=SLC16A3 PE=1 SV=9 SLC16A3 0,01 0,112
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HLA class I antigen OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HLA-B PE=1
D9J307 Sv=1 HLA-B 0,01 18,871
Q14315 Filamin-C OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FLNC PE=1 SV=3 FLNC 0,01 26,587
Cell division control protein 42 homolog OS=Homo sapiens OX=9606
P60953 GN=CDC42 PE=1 SV=2 CDCA42 0,365 5,124
Vomeronasal type-1 receptor 5 OS=Homo sapiens OX=9606
Q7Z5H4 GN=VN1R5 PE=2 SV=2 VN1R5 1,007 12,749
E3 ubiquitin-protein ligase TRIM23 OS=Homo sapiens OX=9606
P36406 GN=TRIM23 PE=1 SV=1 TRIM23 0,01 7,476
Thrombospondin-1 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=THBS1 PE=1
P07996 Sv=2 THBS1 20,697
Protocadherin beta-15 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=PCDHB15
Q9Y5E8 PE=2 SV=1 PCDHB15 0,01 13,399
Kinesin-like protein KIF21A (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606
HOY178 GN=KIF21A PE=1 SV=1 KIF21A 0,01 15,348
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Flotillin (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FLOT1 PE=1

AOA140T9R1 SV=1 FLOT1 0,01 48,144
Ras-related protein R-Ras2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RRAS2
P62070 PE=1 SV=1 RRAS2 0,01 7,61
Grupsuz
. Protein
_ Protein sl
EEEI, Protein Tanimi Gen senbolii yog.unluk orant: (mda mb
no orani : (mcf7)
/ (MCFL0A) )
(mcf10A)
Receptor-type tyrosine-protein phosphatase F OS=Homo sapiens
P10586 0X=9606 GN=PTPRF PE=1 S\V=2 PTPRF 1,105 0,048
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EK-6. nLC-MS/MS analizleri sonucu elde edilen ve gruplar arasi farkhihk gosteren proteinlerin STRING analizleri
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Ek-Sekil 1. Grup 1 proteinleri ait STRING analizleri.

Biological Process Molecular Function
Il Mitochondrial membrane organization

Il ERBB2 signaling pathway
I Protein folding

B Hsp90 protein binding
I Tau protein binding
Chaperone-mediated autophagy [ Chaperone binding
[ Regulation of protein stability Heat shock protein binding
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A ADEE
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Ek-Sekil 2. Grup 2 proteinleri ait STRING analizleri.
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Biological Process

Bl Localization
El Secretion
I Cell-matrix adhesion
tRNA aminoacylation for protein translation
Bl Regulation of transforming growth factor beta activation
[0 Cell adhesion mediated by integrin

0 Complement activation, alternative pathway
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Cell adhesion molecule binding
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3
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Ek-Sekil 3. Grup 3 proteinleri ait STRING analizleri.
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Biological Process s Molecular Function
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Ek-Sekil 4. Grup 4 proteinleri ait STRING analizleri.
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Ek-Sekil 5. Grup 5 proteinleri ait STRING analizleri.
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Ek-Sekil 7. Grup 7 proteinleri ait STRING analizleri.
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ITGAS reay  Biological Process ITGAS reav  Molecular Function
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Ek-Sekil 8. Grup 8 proteinleri ait STRING analizleri.
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Ek-Sekil 9. . Grup 9 proteinleri ait STRING analizleri.
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