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OZET

SIKLODEKSTRIN NANOPARTIKULLERININ HEPG-2
KARACIGER KANSERI HUCRE HATTI UZERINE ETKISININ
PROTEOMIK CALISMALARLA INCELENMESI

Firat SAKAR

Doktora, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dal
Tez Damismani: Doc. Dr. Mustafa CELEBIER
Haziran 2019, 121 sayfa

Proteom; protein ve genom sdzcliklerinin birlestirilmesinden tiiretilmis, belli bir genom
tarafindan kodlanan proteinlerin tiimiinii isaret kapsayan bir sozciiktiir. Proteom analizine
proteomik denilmektedir. Bir organizma viicudunun farkli bolgelerinde, hiicre
dongiisiiniin farkli evrelerinde ve farkli gevre kosullarinda farkli protein ekspresyonlarina
sahiptir. Sabit bir yap1 olan ve bir organizma i¢in ¢ok iyi tanimlanabilen genomun aksine,
proteom, hiicreden hiicreye farklilik gosterir ve i¢ ve dis uyaranlara yanit olarak
biyokimyasal etkilesimler araciligi ile stirekli bir degisim halindedir. Amfifilik
siklodekstrinler kendi kendine nanopartikiill olusturabilme yetenegine sahip
molekiillerdir. Ayrica; bu molekiillerin intrinsik olarak bazi kanser hiicre hatlar1 iizerinde
apoptotik etki gosterdigi saptanmigtir. Gostermis oldugu 6zellikler nedeniyle bu yapilar
nano Olcekte ilag tasiyici sistem olarak literatiire girmistir. Bu tez ¢alismasinda, PBO
kodlu amfifilik siklodekstrin nanopartikiilin HEPG-2 karaciger kanser hiicreleri
tizerindeki antikanser mekanizmasi karsilastirmali proteomik yaklasimlarla tespit

edilmistir.



Amfifilik siklodekstrin nanopartikiillerin etkisiyle ¢ogalmanin onlendigi kanser hiicre
hatlari, islem gérmiis hiicre hatlar1 olarak kullanilmis ve T grubu olarak isimlendirilmis
olup; hicbir sekilde islem gormeden ¢ogalmanin 6nlenmedigi grup ise kontrol grubu

olarak kullanilmis olup C grubu olarak ifade edilmistir.

T ve C gruplarindan elde edilmis lizat ¢ozeltisinden sitozolik fraksiyonlar elde edilmistir.
Proteomik ¢alismalarda, 2 boyutlu jel elektroforez (2D jel elektroforez) ile ayrilan T ve
C gruplarina ait proteinler i¢in imaj analizi ¢calismalar1 yapilmistir. T ve C gruplar1 i¢in
farklilastigi tespit edilen proteinler Matriks Yardimli Lazer Iyonizasyon Kiitle
Spektrometrisi (MALDI-TOF/TOF-MS) ile analiz edilmis ve tanimlanmaistir.

Bu c¢alisma ile ilag tasiyict sistem olarak kullanilan amfifilik siklodekstrin
nanopartikiillerin tek basina da karaciger kanseri lizerine etkili oldugu proteom
diizeyindeki degisimlerle gosterilmistir. Kanser tedavisinde amfifilik siklodekstrin
nanopartikiillerin ila¢ tasiyici sistem olarak kullanildigi durumlarda, nanopartikiiliin
kendisinin de hiicre ¢ogalmasini baskilamada gostermis oldugu etki goz ardi

edilmemelidir sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Nanoteknoloji, Nanotip, Siklodekstrin nanopartikiil, Proteomik,

Karaciger Kanseri, HEPG-2 hiicre hatt1, 2 Boyutlu Jel Elektroforez, Kiitle Spektrometrisi.
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Proteome; derived from the combination of protein and genome words, is a word that
covers all the proteins encoded by a particular genome. Proteome analysis is called
proteomics. An organism has different protein expressions in different parts of the body,
at different stages of the cell cycle, and in different environmental conditions. Unlike the
genome, which is a stable structure and well-defined for an organism, the proteome differs
from cell to cell and is in constant change through biochemical interactions in response
to internal and external stimuli. Amphiphilic cyclodextrins are molecules capable of self-
forming nanoparticles. Also; these molecules were found to have an apoptotic effect
intrinsically on some cancer cell lines. Due to the properties it has shown, these structures
have entered the literature as a drug delivery system at nano scale. In this study, the
anticancer mechanism of PBO coded amphiphilic cyclodextrin nanoparticle on HEPG-2

liver cancer cells was determined by expressional proteomic approaches.

Cancer cell lines that prevent proliferation by the effect of amphiphilic cyclodextrin
nanoparticles were used as treated cell lines and named as T group; the group in which
the proliferation was not prevented without being treated in any way was used as the
control group and was named as the C group. Cytosolic fractions were obtained from the

lysate solution taken from T and C groups. In proteomic studies, two-dimensional gel



electrophoresis (2D gel electrophoresis) was performed for determination of the over or
under expressed proteins belonging to T and C groups. According to the results of image
analysis, the proteins found to be differentiated for T and C groups were identified by
Matrix Assisted Laser lonization Mass Spectrometry (MALDI-TOF / TOF-MS).

In this study, amphiphilic cyclodextrin nanoparticles, which are used as drug delivery
systems, have been shown to be effective on liver cancer alone with changes in proteome
level. In cases where amphiphilic cyclodextrin nanoparticles are used as drug delivery
system in cancer treatment, the effect of the nanoparticle itself on suppressing cell

proliferation should not be ignored.

Keywords: Nanotechnology, Nanomedicine, Cyclodextrin nanoparticle, Proteomics,
Liver Cancer, HEPG-2 cell line, 2D Gel Electrophoresis, Mass Spectrometry.



TESEKKUR

Tez caligmalarimin gergeklestirilmesinde, degerli bilgilerini paylasan, kullandigi her
kelimenin ¢alismalarim ve hayatima kattigi Onemini unutmayacagim saygideger
danisman hocam Analitik Kimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi Saym Dog. Dr. Mustafa
CELEBIER’,

Calismamin her asamasinda her tiirlii bilgi ve tecriibesini esirgemeyen Analitik Kimya
Anabilim Dali Baskan1 Saym Prof. Dr. A. Sacide ALTINOZ e,

Tez calismalarim sirasinda sahip oldugu tecriibe ile bana her zaman yol gdsteren
Miihendislik Fakiiltesi, Kimya Miihendisligi Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr. Siileyman
Ali TUNCELe,

Tez calismalarim sirasinda her tiirlii bilgisini paylasan H.U. Fen Bilimleri Enstitiisii,
Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dali Baskan1 Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr. Sadan
OZCAN’a,

PBO kodlu siklodekstrinlerinin temininde yardimlarindan dolayr H.U Eczacilik
Fakiiltesi, Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Sayin
Prof Dr. Erem BILENSOYa,

HEPG-2 hiicrelerinin nanopartikiillerle etkilesim calismalarindaki katkilar1 dolayisiyla
Hacettepe Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi
Saym Dog. Dr. Ayse Ercan’a,

Spotlarin kesimi, jelden geri kazanimi1 ve peptidlere par¢alanmasi ile kiitle spektrometresi
calismalarim sirasindaki yardimlarindan dolay1 Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi, Klinik
Aragtirmalar Birimi (KABI) Proteomik Laboratuvari sorumlusu Saym Dog. Dr. Giirler

AKPINAR’a,

Calisgmamda konu, kaynak ve yontem acisindan bana siirekli yardimda bulunarak yol
gosteren ve gelecekteki hayatinda ¢ok daha basarili olacagina inandigim Cukurova
Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Analitik Kimya Anabilim Dali Arastirma Gorevlisi

Saym Dr. Merve NENNT"ye,



Hacettepe Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Analitik Kimya Anabilim Dali Saygideger
Ogretim Uyelerine,

Bu tez c¢alismasinda kullanilan sarf malzemelerin alinmasi ve hizmet alimlarinin

gerceklestirilmesi icin 1155456 nolu proje kapsaminda destegi sebebiyle TUBITAK ’a;

Caligmalarima her konuda yardimlarini hi¢ esirgemeyen ve yanimda olan arkadaglarim
Hacettepe Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Analitik Kimya Anabilim Dali Ars. Géor.
Engin KOCAK’a, Kimyac1 Sayin Ozan KAPLAN’a, Sayin Hakan CELIK e,

Zorlu siireglere ragmen manevi destegini hep hissettigim, her zaman yanimda olan, yasam
kaynagim, degerli esim Dr. Vefa SALIMOVA SAKAR’a ve yasam gayem, canim oglum
Onur Yigit SAKAR’a,

Yasamim boyunca, gostermis oldugu tiim Ozverileriyle bu giinlere gelmemi saglayan
babam Sayin Kazim SAKAR’a, duydugu sonsuz giiven ve sevgiyle annem Sayin Fatma
SAKAR’a, yakin bir tarihte kaybettigim anneannem Saym Menent GIRGIN’e, dayim
Sayin Cafer GIRGIN’e ve diger yakinlarima,

SONSUZ TESEKKURLERIMI SUNARIM. ..
Niik. Miih. FIRAT SAKAR

Vi



ICINDEKILER

OZET ...t [
ABSTRACT .ttt sttt b ettt e bt et e e re e be et e nbeeneenreeneenes ii
TESEKKUR ..ottt ettt sttt s e v
ICINDEKILER ......ccuitiiiiiitcieieteiecceete ettt vii
SIMGELER VE KISALTMALAR .....coeetiiitieteeeeeeete et es s en s X
CIZELGELER ......oouitiieieeeeeee et s et es sttt s st sn st s s nneens Xii
SEKILLER .......oiiiiiieeet ettt s s s s s s s Xiii
1. GIRIS VE AMAC .ottt es s s es s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s 1
2. GENEL BILGILER .....ccooiiiiiiiiiiiiiiecisessss s 5
2.1. Bilim ve Teknolojinin Nanoteknolojinin Gelisimi Uzerine Etkisi....................... 5
2.1.1. Bilim ve Teknolojinin Gelisiminden Nanoteknolojinin Gfinliik
Hayatimiza Girisine Uzanan Kronolojik Tarih ........cccoiiiiiiiiiiiiinn, 5
y N N\ 1T 1 (=1 (g (o] [0 USSR 7
2.3, INNANOLIP ¢ttt b et b e b et r e 7
2.3.1. Nanoteknolojinin Tiptaki Kullanim Alanlart ..........ccoccoovviiiieiiiiiicneen 9
2.3.2. T1ag Tas1y1C1 SIStEMIET .......ceceiviiicceete e 9
2.3.3. NanopartiKUGIET ........cccciiiiiiiiiiic s 11
2.4. Gen, Protein, Genom ve Proteom Tanimi ..........ccccccoeviuveeeiiiiieeciiiieee e 13
2.4.1. Genomikten ProteOmige .........ccocuvrveiiiiiiiieiieieieese e 18
2.5. Proteomik CaliSmalar.........ccccooiviiiiiiiiiiiiiiic e 20
2.5.1. Proteomik TeKNOIOJISH ...cveivveiiiieiieciie e 21
2.6. Protein Ayirma YONTEMICTT .....c.oiveiiiiiiiieiieiesie e 21
2.7. 1ki Boyutlu Jel BIEKtrOfOr€Z .......vueviveviiiecreteiiieceeeie ettt s 23
2.7.1. Numune Hazirlama ve IPG Seritlere Protein Yiklenmesi.........ccccccveenneen. 24
2.7.2. 1zoelektrik Odaklama (IEF).........c.cccoeueveveveereeeeeeecee e 25
2.7.3. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez............cc.ccocoovrnnene 27
2.7.4. Protein Analizinde RenkIENdirme .........c.cooeoiiiiiiiiniicscee e 29
2.7.5. Imaj GOUNLHIEME .......cvveiecvicviici e 29
2.7.6. Proteinlerin Jelden Uzaklastirilmast........ccccocvveiiiieiiiee e 31
2.7.7. Proteinlerin Peptidlere Pargalanmasi ve Peptid Dizileme.........c..cccoveneee. 32
2.8, Kiitle SPeKtrOmMEIIEST....uvieiivieiiiieiiii et 33

vii



2.8.1. MALDI-TOF/TOF Kiitle SpeKtrometresi ..........ccccvrvreeieerieieerieneniesesenneas
2.8.2. ESI-TOF Kilitle SpeKtrometresi .......ccviververiiiiiiieiiieicsiesieeie e
2.9. BIYOINTOrMALIK ....ccvveiiciccicce e sra e
2.10.Kanser Tedavisinde Proteomik Yaklagimlar..............cccccoeiviiiiiiiiiiiee e,
2.11. KaracCiZer KanSETT.......uccuiiiiiiiiiiiiiciiieie et
3. GEREC Ve YONTEM......coeitiiiieeieieieeeeete et ee st en s ene st
3.1. Geregler (Kullanilan Kimyasallar, Ara¢ ve Geregler, Yazilimlar,
Veritabanlari, Hazir/lanan Tamponlar-Cozeltiler) .........ccovvvvveviviveiiieieeieceene
3.1.1. Tez Calismasinda Uygulanan Genel Metodoloji........ccoovvervriviiveiiiincnnenne.
3.1.2. Hiicre Kultlirti Cali$malarti.........ceeiveeiieiiiiiiie e
3.1.3. Numune Hazirlama ve Protein Miktar Tayini .......ccc.cccovveiiiiieniiiiiciee
K 44711 1<) 1 o W TSP PR PPR PP
3.2.1. Proteinlerin COKtUITIMESI.......cueeiiiiiiiiiiiieeriee e
3.2.2. Proteinlerin IPG Seritlere YUKIENMES ......veevvviiiiiiiiiiieiieie e
3.2.3. Birinci Boyut-Proteinlerin Izoelektrik Noktalara Ayrilmasi .......................
3.2.4. 1kinci Boyut SDS-PAGE .......c.ccceviiviiiieiiecreeee et
3.2.5. Jel Haritalamas1 ve Proteinlerin Jelden Uzaklagtirilmasi .............cccevveennnne
3.2.6. Secgilen Proteinlerin Peptidlere Par¢alanmast...........ccoeveververinsiesvesinnnnnn
3.2.7. Proteinlerin Tanimlanmast ..........cccoccveiiiiiiieniiiiiic e
3.2.8. Tanimlanan Proteinlerin Literatlir ve Veribankasi Araciligiyla
Kanserle [liskilendirilmeSi..........ccovovevvevrrireeeeeeeeeeeeeeeeseeeseseseseseseneseeenenenens
A, BULGULAR ...ttt sttt e e sae s e steeneeereenaeeneenneenns
4.1. Proteomik CaliSmalar.........ccccooiuiiiiiiiiiiie i
4.1.1. Hiicre Kiiltiirti Calismalart.............c.ooooiiiiii i
4.1.2. Numune Hazirlama ve Protein Miktar Tayini................c.oooiiiiiinnnn.
4.1.3. 2-D Jel Elektroforez Sartlarinin OptimizaSyonu ............cevververeerieeriennenns
4.1.4. Imaj Analiz CalISMALaArT......c.ceveveeereeeeeeeeeeeeeeeeeees et eeee et seee e seees
5. TARTISMA V& SONUC ......ueiitiiiiiiieieiie sttt sttt sneene s
5.1. Proteomik Calismalar1 ve Optimizasyon SUrecleri ........cocvvvieriiriieniienieennenn
5.2. Elektroforez Kosullarinin Uygun Hale Getirilmesi..........ccccoovvvriiiviieiienienns
5.3. Imaj Analiz Calismalart ve Degerlendirilmesi............ccoeeveveriieecuerererinisceennans
5.4. Proteinlerin TanimIanmast .........cceereieieriiieiie i

5.5. Proteomik Sonuglarin Degerlendirilmesi ..........covvveiiiiiiiiiiniiiieeseee

KAYNAKLAR Lo e



ORJINALLIK RAPORU . ...t e, 99
OZGECMIS .ottt ettt n sttt en e st 100



A
ACD
CE
CGT-ase
DNA
ELISA
ESI
EPR
FT-MS
GTP
HCC
HCI
HGP
hnRNP-F
IEF
IPG
k.b.

LC

GC
LOAC
MALDI
mMW
mMRNA
MR
NCBI
NP

pl

PTM
RES
rRNA
SELDI

SIMGELER VE KISALTMALAR

Angstrom

Amfifilik Siklodekstrin

Kapiler Elektroforez

Glukozil Transferaz Enzimi
Deoksiriboniikleik Asit

Enzyme-Linked immunosorbent Assay
Elektrosprey Iyonizasyon

Zenginlestirilmis Kalicilik ve Alikoyma Etkisi
Fourier Transform Kiitle Spektrometresi
Guanozin Trifosfat

Hepatoselliiler Karsinom

Hidroklorik Asit

Insan Genom Projesi

Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein (insan)
Izoelektrik Odaklama

Immobilize pH Gradient

Keyfi Birim

S1vi Kromatografisi

Gaz Kromatografisi

Cip Uzerindeki Laboratuvar

Matriks Yardimli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon
Ortalama Molekiil Agirlig

Mesajct Riboniikleik Asit

Manyetik Rezonans

Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi
Nanopartikiil

Izoelektrik Nokta

Posttranslasyonal Modifikasyonlar
Retikuloendotelyal Sistem

Ribozomal Riboniikleik Asit

Yiizey-Zenginlestirilmis Desorpsiyon Iyonizasyon



TCA Triklorasetik Asit

uv Ultraviyole

1D SDS PAGE Bir Boyutlu Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel
Elektroforez

2D SDS DIGE Iki Boyutlu Floresan Jel Elektroforez

Xi



Cizelge 2.1.
Cizelge 3.1.
Cizelge 3.2.
Cizelge 3.3.
Cizelge 3.4.
Cizelge 3.5.
Cizelge 3.6.
Cizelge 4.1.
Cizelge 4.2.
Cizelge 4.3.

Cizelge 4.4.

CIZELGELER

a-, B- ve y-Siklodekstrinlerin Genel Karakteristikleri............c..ccccovvneee. 12
Kullanilan Kimyasal Maddeler............ccccvviiiiiiiniiiiiiiiccceee 42
Kullanilan Arag ve Geregler.......ccooviiiiiiiiiiiiiiesie e 44
Kullanilan Yazilim ve Veritabani........c.ccccoooeiiieiiinicieeeee e 45
Kullanilan Hazir Tamponlar ve COzeltiler .........cccoovvvviiiiiiieiiiie i, 46
Hazirlanan Tamponlar ve COzZeltiler...........ooiviiiiiiiiiiiiiciicc e 47
IEF Sistemi Uygulama Parametreleri. ... 51
Belirlenen Spot Say1lari. ........ccueiviiiieiiiiicie e 62
Belirlenen ve Gruplandirilan Spot Sayilarinin Kargilagtirilmasi. ............ 63

PDQuest™ Yazilimi ve Goz Taramasiyla ile Elde Edilen

Spotlarin Intensite Degerleri..........ccooviiiiiiiiiiiiiee e 72
HEPG-2 Kanser Hiicre Hatt1 icin Tanimlanan Proteinler Dizini. ........... 72

xii



Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.
Sekil 2.5.
Sekil 2.6.

Sekil 2.7.

Sekil 2.8.
Sekil 2.9.

Sekil 2.10.

Sekil 2.11.

Sekil 2.12.

Sekil 2.13.

Sekil 2.14.

Sekil 2.15.

Sekil 2.16.

Sekil 2.17.

Sekil 2.18.
Sekil 2.19.

Sekil 2.20.

Sekil 2.21.

SEKILLER

Altin (Au) goriintiisii a) makro boyutlarda b) 12 nm boyutunda
KITMIZI TENKLE. ...ttt 7
Hedeflendirilmis ilag tasiyici sistem olarak planlanan, nano yiiziici
olarak isimlendirilen, 2000 nm uzunlugunda pervane nanorobot ................ 8
Nano ilag tasiyici sistemlerden bazilar1 a)Misel, b)Lipozom,

c)Nanokapsiil, d)Nanokiire, €) Dendrimer ...........ccccovveiiiiiniiiiieniniineenns 9
Siklodekstrin kimyasal yapisi (n=6 alfa, n=7 beta, n=8 gama). ................. 11
DNA G¢ bOYULIU YaPISI. covviiiiiiiieiicieceere e 14
Aminoasitlerin peptid baglar1 ile olusturduklari polipeptid zinciri............ 15

a) Metiyonin 2-Boyutlu Kimyasal Yapisi, b) Metiyoninin 3-

Boyutlu KIMYasal YapiSi........cccvciviiiiieieiie i 16
PrOteIN YaPIIArT ..cuveveiiiieicice s 16
Proteom analizinde yaklagimlar. ..........c.cccccooveiieiiiiie i 18
Protemik teknolojisinin uygulamalart .............ccooervieiiiieninene e 21
Proteom analiz Yontemleri.........covveverierereie e 22
Izoelektrik odaklama sisteminin bir gériintiisii (Protean IEF Cell 2D

Cihaz1 ve Komponentleri, Bio-Rad™, ABD). ........cc.ccoovereeieecccreennen. 25
THCAI IPG SEIME YAPISI. ..viiiieiiieiee e 26

Rehidrasyon teknigi ile IPG seritlerine yiiklenen proteinlerin
bulundugu odaklama tablasinin IEF Cihazina Yerlestirilmesi
(BIFINCE BOYUL).....cviciicic et 27
a) IPG seritlerin kasetlere yerlestirilmesi, b) katot ve anot
tamponlarinin eKIENMESI. .........coiiiiiiiiii 28
Protein iceren IPG seritlere SDS-PAGE uygulanmas: (Ikinci

BOYUL). o 29
Jel imaj cihazinin goriintiisii (ChemiDoc™ XRS+, Bio-Rad™,
ABD) .ttt reeres 30
Farkli yazilimlarda belirlenmis spotlara ait goriintiler. ...........c.cocevvrnnnne 31
Jel spot kesici cihazinin goriintiisiic (EXQuest Spot Cutter, Bio-
Yo L =1 ) TR 32
Kiitle spektrometresi goriiniimii (ABI 5800 MALDI-TOF/TOF-MS,
Applied Biosystem, ABD)........ccccoiiiiiiieie e 33
MALDI-TOF/TOF kiitle spektrometresi ¢alisma yapisi. ........cccccerveereennnns 35

Xiii



Sekil 2.22.
Sekil 3.1.
Sekil 3.2.
Sekil 3.3.
Sekil 3.4.
Sekil 3.5.
Sekil 3.6.
Sekil 3.7.
Sekil 3.8.
Sekil 4.1.
Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.
Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sekil 4.7.
Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

Sekil 4.10.

Sekil 4.11.

Sekil 4.12.

Sekil 4.13.

Birincil karaciger kanseri tiimoriiniin magnetik rezonans goriintiisi......... 38

Tez ¢aligmasinda uygulanan genel metodolojinin asamalari ..................... 40
IPG seritlerin protein numunelerinin tizerine yerlestirilmesi. .................... 50
IPG seritlerin PROTEAN IEF sistemine yerlestirilmesi. .......c.ccooevereennene. 51
Kasetin hazirlanmasi ve jellerin yerlestirilmesi. .......ccccovevvevveiesienieennnns 52
AQaroz ¢ozeltisinin Uygulanmast ..........ccecvveeniiiinieneeie e 53

Ug Adet Bio-Rad™ Criterion Cell’in baglanmas1 ve kasetlere voltaj

UYZULANIMAS. ¢ttt b e nneas 53
ChemiDoc™ XRS+, Bio-Rad™ 1Imaj Sistemi ile jellerin
QOriNtUlerinin AlINMAST. .....cveeiiieiie e 54

Proteineer dp™ Fraction Collector Cihazi, Brucker Daltonics

Bio-Rad™ protein miktar tayini kullanilarak olusturulan

KaliDIasSyOn @EIIST. . .cveiueeriieiiiiieiiieie e 57
HEPG-2 PDQuest™ yazilimi tarafindan olusturulan 432 spota ait

sanal jel goriintlisii (PH 5-8). .ccvevviiiiiiieeeee e 59
C grubu Jel gOrUNtUIETI. ...cveiveeieireesie e 60
T grubu Jel gOTTNtHIETI. .....cveveeeieiiieies e 61

HEPG-2 Kanser hiicre hatlarma ait nicel anlamda farklilasan
spotlarin tespitinde gruplarin olusturulmasi ve yazilima ait analiz
ayarlarinin gOrinimil .........cccccovvviiieiiii e 63

PDQuest™ yazilimiyla ve goz taramasi ile sanal(master) jelde

belirlenen tiim Spotlarin haritalanmasi. ...........c.cccooneiiininciicns 64
Belirlenen 432 spotun tiim gruplardaki genel goriintiileri...........ccocvvvennene 65

HEPG-2 hiicre hatti igin 402 numarali spotun tiim gruplardaki
QOTUNTUIETL. ..veiiie et 65
HEPG-2 hiicre hatt1 i¢in 1602 numarali spotun tiim gruplardaki
QOTUNTUIETL. ...t 66
HEPG-2 hiicre hatt1 i¢in 2502 numarali spotun tiim gruplardaki
QOTUNTUIETL. .. 66
HEPG-2 hiicre hatt1 i¢in 3503 numarali spotun tiim gruplardaki
OTUNTUIETT ... 67
HEPG-2 hiicre hatt1 i¢in 4804 numarali spotun tiim gruplardaki
OTUNTUIETT ... 67
HEPG-2 hiicre hatt1 i¢in 5802 numarali spotun tiim gruplardaki

(01014814 L (S o PR 68

Xiv



Sekil 4.14.

Sekil 4.15.
Sekil 4.16.
Sekil 4.17.
Sekil 4.18.
Sekil 4.19.
Sekil 4.20.
Sekil 4.21.

Sekil 5.1.
Sekil 5.2.

Sekil 5.3.
Sekil 5.4.
Sekil 5.5.
Sekil 5.6.
Sekil 5.7.
Sekil 5.8.

Sekil 5.9.

Sekil 5.10.

Sekil 5.11.

Sekil 5.12.

Sekil 5.13.

Sekil 5.14.

Sekil 5.15.
Sekil 5.16.

HEPG-2 hiicre hatt1 i¢in 8406 numarali spotun tiim gruplardaki

QOTUNTIIBTT. ... 68
HEPG-2 hiicre hatt1 i¢in 402 numarali SPOL. .........cccovviiiiiiieiiiie e 69
HEPG-2 hiicre hatti icin 1602 numaralt SPOL. ..........ceovvviiiiiiiiiiinieieee 69
HEPG-2 hiicre hatt1 i¢in 2502 numarali SPOL. .......cccevviiveiiiiieiiiieiiiiesiieens 70
HEPG-2 hiicre hatt1 i¢cin 3503 numaralt SPOL. ..........cooviiiiiiniiiiiiieieee 70
HEPG-2 hiicre hatt1 i¢in 4804 numarali SPOL. .......cccoevvviiiiiieiiiieiiiie e 70
HEPG-2 hiicre hatti icin 5802 numaralt SPOL. ..........ccoovviiiiiniiiiiiieieee 71
HEPG-2 hiicre hatt1 i¢in 8406 numarali SPOL. .......cccovvvvviiiieiiiieiiiie e 71
Asirt protein yiiklemesi sonucu olusan jel gorintileri...........cocvvvenennnnne. 75

Kontaminantlar (tuzlar, iyonik deterjanlar) sonucu olusan jel

QOTUNTULETT «.ve e 75
Optimize edilmemis IEF sonucu olusan jel gortintileri.........cocevvrvrienenn. 76
DTT eksikligi sonucu olusan jel gorintlisti..........oovvreerveieieiisineseniens 76
Yetersiz rehidrasyon ¢ozeltisi sonucu olusan jel gorliintlisli...........ccceeeene. 77
Protein toplanmasi ya da ¢okmesi sonucu olusan jel goriintiisii ................ 77
Eski lodoacedemide (IAA) Kullanim1 Sonucu Olusan jel goriintiisii ........ 78

IPG serit ve ikinci boyut jel arasinda sikisan hava kabarciklari
sonucu olugan jel gOrtintlisil. ........cueviiiviiieiiii e 78

Dikey Elektroforez tinitesinin {ist tampon haznesinin (katot) sizmasi

sonucu olugan jel GOrtntlisil ........cceviiiiiiiiiinii e 79
Karigsan maddeler; rehidrasyon / numune ¢ozeltisinde safsizliklar
sonucu olugan jel gOrtntlisil. ........cveviiiiiiiiiiiiii e 79
SDS jelin esit polimerize olmamasi ya da jel kasetinden sizmasi
sonucu olugan jel OTUNtUST ......ocvevviiiiiiiiiii e 80
Proteoliz, eski reajan kullanimi1 ya da elektroforez boyunca biiyiik
proteinlerin ikinci boyut jele girememesi sonucu olusan jel
QOTUNTELETT 1vveivvee ettt e e e nrre e e 80
IPG Seritlerin jele diizensiz yerlestirilmesi, elektroforez siirecinde
sicakligin artmasi, polipeptidlerin yeterince indirgenememesi, eski
reajan kullanimi sonucu olusan jel gOrintlisii ..........cevvvvvvrerenenenenisenn 81
Yetersiz temizleme/yikama siiregleri sonrasi sonucu olusan jel
(01014014 Lt 1 PRSPPI 81
Secilen 7 spota ait ‘intensite x alan’ degerlerine ait gubuk grafikler. ........ 82
PBO kodlu siklodekstrinlerin uygulanmis HEPG-2 kanser
hiicrelerinin 151k mikroskobu altindaki bir goriintlisii. .........ccoecvviiiiinnnne 87

XV






1. GIRIS ve AMAC

Insanligin en biiyiik saglik sorunlarindan biri haline gelen kanser hastaligina, her yil 14
milyon kisinin yakalanmakta ve zengin fakir ayirimi yapmadan tiim iilkeleri, yas, cins,
dil, din, irk ayirmaksizin insanhig1 etkiledigi bilinmektedir. Kanser, Tiirkiye’de her yil
ortaya ¢ikan 148.000civarindaki yeni kanser vakasi ve 91.800 kanser 6liimii ile 6nemli

bir halk sagligi sorunudur [1].

Kanser terimi, tibbin babasi olarak bilinen Yunan fizik¢i Hippocrates (M.O. 460-370)
tarafindan olusturulmustur. Hippocrates, “carcinos" ve ”“carcinoma" terimlerini "ilser
olusturan™ ve "ilser olusturmayan tiimorler” i¢in kullanmistir. Ayrica; Hippocrates,

benign ve malign tiimdrler arasindaki farklar ortaya koyan ilk kisidir [2].

Kanser, canlinin belirli sistemlerinde, hiicrelerin kontrol dis1 cogalmasi ile olusan 100'den
fazla hastalik grubunu igeren genel bir tanimdir. Cok ¢esitli kanser tipleri olmasina
ragmen, timi anormal hiicrelerin kontrolsiiz, hizli ve aniden ¢ogalmasi ile baglar. Tedavi
uygulanmamasi durumunda yayilarak (metastaz) ciddi rahatsizliklara, hatta 6liime neden
olabilir [3].

Amerikan Kanser Enstitiisii, kanser tedavisi amaciyla 140.000 sentetik, 80.000 dogal
kaynak (bitki, deniz organizmalari ve diger dogal kaynaklar) ile elde edilen molekiillerin
kanser tedavisi i¢in kullanildigini bildirmektedir [4]. Kanser hastaliginin tedavisinin
bilinen en 6nemli yontemi kemoterapi olarak bilinen sitotoksik ilag tedavisidir. Sitotoksik
tedavi ya da kemoterapi kanserli dokuda anormal hiicreleri ortadan kaldirmak ya da
cogalmasini engellemek amaciyla kontrol altina alinmasi i¢in antikanser ilaglar ya da
ajanlar kullanilarak yapilan, yan etkileri olan bir tedavi yontemidir. Kemoterapi, kanser
tedavisinde tek basina yeterli olmadigi durumlarda ise radyoterapi ve cerrahi tedavileri

ile senkronize olarak uygulanabilmektedir.

Viicudumuzun hayati organlarindan biri olan retikuloendotelyal sistemin (RES) en
onemli parcasi karacigerin ana fonksiyonlar olarak; madde yikimi (yag yakimi igin safra
tiretimi) veya doniistirme (zararli amonyagin iireye donisiimii), glikozu glikojene
doniistiirerek depolama veya enerji agiga ¢ikarma (karbonhidrat ve lipid metabolizmast),

kan plazmasi igin belirli proteinlerin iretimi (kanin osmotik  basincini



diizenleyen albiimin ve globulin proteinlerini {iretir), kan pihtilasmasini diizenlemesi
(protrombin ve fibrinojen, heparin proteinlerini tiretir), toksinleri viicuda daha az zararh
hale getirmek ve kan dolasimindan ¢ikarilmasimi saglamak seklinde sayilabilir [5].
Deriden sonra viicudun en biiyiik ve rejeneratif organi olan, tiim hayati fonksiyonlarda

gorev alan karacigerin sagligi asir1 6nem arz etmektedir.

Tiim Diinyada en sik teshis edilen altinci kanser ve 6liimlii kanser vakalarmin doérdiincii
nedeni Kkaraciger kanseri, kemoterapotik ilaglarmin ¢oguna yapisi geregi direnir.
Karaciger kanserinde sistemik kemoterapik olarak en etkili ilaglar, doksorubisin
(Adriamycin), 5-florourasil ve sisplatindir. Ancak, bu ilaglar bile sadece tiimorlerin kiigiik
bir kismini kiigiiltiir ve yamtlar1 genellikle uzun siirmez. Ilag kombinasyonlari ile bile,
cogu calismada sistemik kemoterapdtik ilaclar, hastalarin daha uzun yasamasina yardimci
olamamustir [6]. Bu nedenlerle karaciger kanseri tedavisinde farkli yontemler ve terapotik

ilaglar gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Etkin maddenin ya da onu tasiyan partikiillerin; boyutlari, ylizey modifikasyonlari
araciligiyla uzun sirkiilasyon siirelerine sahip olmasi ve dolayisiyla ilgilenilen alana
hedeflemek igin, ¢ap olarak nano boyutta, 100 nm veya daha az olmalidir. Makrofajlar

sonucu olusan klirensi azaltmak i¢in hidrofilik bir yiizeye sahip olmalidirlar [7].

Nanopartikiillerin; RES organlarinin alikoyma etkisinin azaltilmasi, viicutta arttirtlmis
kalicilik ve tiimor spesifik hedeflemenin arttirilmis gegis ve alikonma (EPR) etkisi

arttirilmasi amaciyla galigmalar yapilmaktadir [8, 9].

Nanopartikiilleri kanserli dokuya hedeflemede, optimal hedef ajani tanimlanmasi ve
secimi en biiyiik zorluklardir. Hedef hiicrelerin veya ligandlarin reseptdr endositozunu
tetiklemek i¢in baglanma yeteneginin en uygun sekilde saglanmasi gerekir.
Nanopartikiillerle yapilan calismalarda, karaciger hedeflemesi i¢in umut verici bir
reseptor asialoglikoprotein reseptoriidiir (ASGP-R, galaktoz reseptorii). Laktobionik asit,
biotin ve polietilenglikol icindeki galaktoz parcasindaki nanopartikiillerin sabit bir
oranda, bir ay boyunca All-trans-retinoik asidin in-vitro salimi (bir gesit kanser ilaci)

yaptigini gostermektedir [10].

Kendine bir¢ok kullanim alan1 bulmus bir kimyasal olan, monomer isimli kii¢iik boyutlu

molekiillerin birbirini tekrar ederek eklenmesiyle ¢ok uzun zincirli molekiillerden olusan,



dogal ya da sentetik olarak elde edilen polimerler; tip, eczacilik, miithendislik, endiistri

basta olmak tizere bircok 6nemli alanda yer edinmistir [11].

Polimerlerden olusan nanopartikiillerin, istenilen bolgeye etken maddenin iletilebilmesi
baska deyisle kontrollii salimin (aktif ya da pasif hedeflendirme) ile yapilmas: amaciyla
polimer yiizeyinin ve boyutlarinin modifiye edilebilmesi, biyouyumlu, biyobozunabilir
olabilmeleri, toksisiteyi azaltabilmeleri, suda ¢oziliniirliikleri diisiik ilaglarin
¢ozinirliklerinin ve dokudaki ilag etkisinin arttirabilmesi nedeniyle ilag tasiyicilar igin
en yaygin arastirilan sistemlerdir [12, 13]. Bu avantajlardan yola ¢ikarak yapay olarak
sentezlenen, polimerizasyon i¢in kullanim alani teskil eden amfifilik siklodekstrin
nanopartikiillerin (ACD) ila¢ tasiyici sistem olarak kullanilmasiyla yiiksek oranda
lipofilik ilag enkapsiile etme, kontrollii salim profili saglama, ilacin fizyolojik kosullarda
stabilitesini koruma ve ilaglarin mukozal penetrasyonunu ve hiicresel alimi arttirma
Ozelliklerinin bulundugu yapilan c¢alismalarda kanitlanmigtir. Kanser ilaglarinin
biyoyararlaniminin ACD‘lerle arttirilmasi ve daha diisiik dozda etkin bir sekilde kanser
dokularina tasinmasina yonelik ¢aligmalar son yillarda giderek 6nem kazanmaktadir [14-
16]. Ayrica; ACD’ler spontane olarak kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini Onleyici
(antiproliferatif) etkileri bulunmaktadir. Pozitif ve negatif yiizey yiikiine sahip iki farkli
ACD ile yapilan ¢alismada mesane, serviks, meme (sirasiyla MB49, HeLa, MCF7)
kanserlerinin hiicre hatlarinda apoptoza yol agtigi ve bu etkinin zamana ve hiicre
membran integritesinin bozulmasina bagl oldugu deneysel olarak gosterilmistir [17].
Fakat; ACD nanopartikiillerin antikanser etki mekanizmasinin; molekiiler diizeyde, hiicre
hatlariyla ve hiicre yapisinda bulunan protein, lipid kompleksleriyle nasil meydana

geldigi ile ilgili ¢alismalar sinirlidir [18].

Tipta; genetik bilgiyi kodlayan en kiicik DNA birimi gen olarak adlandirilir. Bir
organizmanin DNA’sinda genetik bilgilerin toplam1 genom olarak adlandirilmakta olup;
genom tarafindan kodlanan proteinler ise 1995 yilinda ilk defa proteom olarak ifade edildi
[19].

ACD nanopartikiillerin antikanser etki mekanizmasinin aydinlatilmasi amaciyla yapilan
proteom analizinde en 6nemli faktorler, proteinlerin saflastirilmasi ve ayristirilmasidir.
Bu amagla en ¢ok tercih edilen ve yiiklii bir molekiiliin elektrik alan igerisinde, kutuplar
arasinda hareket ederek yiiklerine, biiylikliiklerine gore ayrilmasi saglayan, izoelektrik

odaklama (IEF) ve proteinlerin kiitlelerine gore ayrildigt sodyum dodesil siilfat



poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) asamasindan olusan iki boyutlu jel
elektroforez (2D Elektroforez) teknigi kullanilmaktadir. Saflastirilan ve ayristirilan
protecomlarin analizi amaciyla kiitle spektrometrisi ve yazilim teknolojilerinden de

faydalanilarak proteomik ¢aligmalar yapilmistir.

Proteomik ¢aligmalar; proteomlarin tiimiiniin analiz edilmesi, diger molekiillerle
etkilesimi, tanimlanmasi (yerlesim, miktar1) ile ilgilenen ¢alismalardir. Proteomik
calismalar1 ¢oklu protein sistemlerini inceler. Sistemlerin karsilikli etkilesimlerini ve

sistemlerde bulunan farkli proteinleri ve miktarlarini arastirir.

Bu c¢aligmada, proteomik yaklasimlar ve c¢alismalar sonucu elde edilen verinin
degerlendirilmesi ile kanser ilaglarinin tasinmasinda nanoila¢ materyali olarak 6ne ¢ikan
ACD’lerin karaciger kanseri lizerine iyilestirici etki mekanizmasi incelenecek olup;
kanser ilac1 etken maddesi yliklenmeden ACD’lerin hiicre igerisine ulastiktan sonra
nanopartikiiliin (NP) anti proliferatif (cogalmay1 6nleyici) etkisi hakkinda daha fazla bilgi
edinilebilecektir. ACD’lerin etki ettigi metabolik yolaklar ve etki mekanizmalar
degerlendirilerek daha etkin, yiizey yiiklii ve reseptor—ligand iliskileri ile hedeflendirilmis

yeni ilag tasiyici sistemlerin tasarlanmasi saglanabilecektir.

Sonug olarak bu tez c¢alismasi ile etken madde yiiklemesi yapilmadan ACD’lerin
karaciger kanseri hiicre hatlarindan olan HEPG-2 hiicre hatlarina igin (kontrol ve tedavi
gruplari olusturarak) uygulanmasi sonucu spesifik proteinlerin (apoptozla iliskili protein
vb.) miktar degisimi ve protein karakterizasyonu yapilarak ACD’lerin molekiiler diizeyde

cogalmay1 onleyici etki mekanizmasi aydinlatilmaya calisilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bilim ve Teknolojinin Nanoteknolojinin Gelisimi Uzerine Etkisi

Bilim: evren, yeryiizli, canli ve cansiz varliklar, insan ve toplum iizerine deneylere ve
gbzleme bagl olarak yasalara ulasan diizenli bilgidir. Gozlem ve deneylerin her canliya
gore farklilasmasi nedeniyle hipotezler degistirilebilir. Hipotezlerin dogruluguna ve
tutarliligina gore gecerliligi artar. Boylece bilim geliserek simirli imkan ve sezgilerle

evrenin sorularina cevap bulmaya ¢aligir [20].

Teknoloji insanlarin bilimi kullanarak hayatlarin1 daha kolay hale getirmek i¢in yaptigi
her tiirlii teknik islem, kullanilan yontem ve materyal genel olarak “teknoloji” olarak
tanimlanir. Sonsuz insan ihtiyaglarina paralel olarak teknoloji de gelisim kaydetmis olup;
tekerlegin icadi, matbaa, telefon ve internet toplumlarin kaderini degistirmekte 6nemli bir
rol oynamistir. Gilinlimiizde nanoteknolojiyi, parcacik teknolojilerini, niikleer teknolojik
gelismeleri, hatta yapay zekinin insanlari yOnetebilecegini ve insanligin nasil bir

reaksiyonla kars1 karsiya kalabilecegini diisiinmekteyiz.

2.1.1. Bilim ve Teknolojinin Gelisiminden Nanoteknolojinin Giinliik Hayatimiza
Girisine Uzanan Kronolojik Tarih

Insanlik tarihi, M.O. 3 milyon yil ve daha gerisinden baslar. Teknolojinin ilk kanit1 olarak
bilinen ¢akil taslarindan aletler kullanmasiyla birlikte insanlar gozlemleyerek hayatlarini
kolaylastiracak yontemler arastirmuslardir. M.O. 2500‘lerde temel matematiksel
hesaplamalar yapmaya baslamistir. M.O. 1000’lerde bilim Yunan medeniyetinde
gelismeye baslamis olup basta felsefe olmak iizere birgok diisiince gelismistir.
Materyalizim ve rasyonalizm gibi kavramlar ortaya ¢ikmistir. Boylece Milattan 100 y1l
sonrasia kadar bilim Yunan medeniyetinde astronomi, doga olaylari ve meteoroloji
ilgisiyle gelisme gostermeye baglar. Fakat kilisenin baskisi nedeniyle bilim bayragi Pers
ve Hint medeniyetlerine geger. Bilim M.S 600’lerde ise Islamiyetin dogusuyla birlikte,
yaklasik 600 yil gelisimine devam etmistir.

Bilimin gelisimi skolastik diistiniirlere ragmen 15. yiizy1l Avrupa Rénesansi ile Kilisenin

baskisi azalir. Ronesans doneminde bilim adamu, tarihgi, sanatgi yetisir.

Roénesans doneminin en 6nemli aktérlerinden biri Leonardo da Vinci (1452-1519)¢ dir.



Nicolaus Copernicus’un (1477-1543) evrenin giines merkezli yaklasimi sadece modern
bilimin baslangic1 gosterilir. Copernicus‘un fikirlerinin biiyiik bir boliimiinii Pythagoras
ve Aristoteles’den alir. Ayrica Copernicus insanin evrendeki yerinin belirlenmesinde
biiyiik rol oynar. Aydinlanma dénemi ve modern bilimin adimlar: atilarak yeni bir ¢ag
basglar. Bu c¢agda Johannes Kepler (1571-1630), Galileo Galilei (1564-1642), Isaac
Newton (1642-1727) ve Leonard Euler (1707-1783) gibi bilim insanlarinin modern
bilime katkilariyla gelisen ¢agda bilimin gelismesiyle ortaya ¢ikan teknolojiler donemi
baslar. Atolyeler yerlerini laboratuvarlara, arastirma-gelistirme (Ar-Ge) birimlerine ve

fabrikalara devreder.

Avrupa kitasinda ticari somiirgeciligin artmasiyla bilim insanlar1 ticari uygulamalara
yonelir. Thomas Edison’un bilimsel gelismeleri ticari uygulamalara doniistiirerek
gerceklestirdigi elektrik teknolojisi (elektrik lambasi, gii¢ santrali 1887), Henri Ford’un
1908 yilinda seri otomobil tiretmesi ‘kiitlesel iiretim’ terimini, 1895’de Rontgen’in X
isinlan kesfi ve dogal radyoaktivitenin kesfi (1896), Thomson’un elektronu kesfetmesi,
Planck’in kuantum kavramini ortaya atmasi, Einstein’in 6zel gorelilik teoremini ve foton
tanimin1 (1905) ve genel gorelilik teoremini (1920) ortaya koymasi ornek olarak
verilebilir. Malzeme bilimi, madde fizigi ve elektronigin gelismesi sonucu bilgisayar ve
telekomiinikasyon teknolojileri ortaya ¢ikmistir. Yazi, parsomen ve matbaanin icadi ile
iletisim, telekomiinikasyon teknolojileri ile evrilmistir. Bilgi isleme ve enformatik
araciligiyla yazilim, opto-elektronik ve fotonik gibi yeni teknolojiler ortaya ¢ikmuistir.
Transistoriin gelistirilmesi ile devam eden yarim asirlik “ileri teknolojiler” olusmustur.
Niikleer teknolojiler, gen ve molekiiler biyoloji ile iiretim sistemindeki degisimler ve
gelismeler ortaya ¢ikan iiriinlerin boyutlarinda da zamanla bir minimizasyona gidilmesine

yol agmustir [21].



2.2. Nanoteknoloji

Amerikan Fizik Dernegi’nde, 1959 yilinda nanoteknolojide yapilabilecek teknolojilere
deginilmesi (daha iyi elektron mikroskobu, bilgisayarlart minyatiirlestirme, siirtiinme
sorunlarina ¢oziimler, yiizlerce minik el, biiytik bilgilerin kiiciik yapilarda depolanmasini
saglama gibi) ve ‘Asagida c¢ok yer var’ sozi ile Richard Feynman (1918-1988)’in
temellerini attig1 nanoteknoloji terimi; oncelikle 1974’de Norio Taniguchi’nin “Temel
Nanoteknoloji Konseptleri* makalesinde atom ya da molekiil ayirma, birlestirme ve
bozma siireci olarak tanimlanmistir [22, 23]. Sonug olarak maddenin en kiigiik yap1 tasi
olan atom ve molekiillerin biraraya getirilerek nano (birimin milyarda biri) boyutlarda
islevli yapilarin olusturulmasi ya da nano boyutlu yapilarin makro biiytikliikte yapilardan
minyatlirlestirilerek iiretilmesi ya da nanometre cinsinden Olgiilebilen en az bir
karakteristik boyuta sahip fonksiyonel yapilarin tasarimi, ingast ve kullanimi

nanoteknoloji olarak 6zetlenebilir.

Nanoteknoloji; tip ve eczacilik, elektronik, gida, enerji, ¢evre, uzay arastirmalart gibi

alanlarda kullanim alanlar1 ve potansiyel teknolojiler tiretmektedir [24].

Materyaller kiigiik boyutlarda fiziksel, mekanik, kimyasal, elektriksel, optik olarak farkli
ozellikler gosterebilirler (Sekil 2.1). Nano boyutlarda yiizey alan, hacim, renk

degisiklikleri, iletkenlikler, kuantum etkileri gézlemlenebilir [25].

(b)

Sekil 2.1. Altin (Au) goriintiisii a) makro boyutlarda b) 12 nm boyutunda kirmizi renkte [26]

2.3. Nanotip
Nanoteknoloji tip biliminde; hiicrenin, doku ya da organin ihtiyacini1 veya sorununu nano

boyutta belirleyen, gerekli yapilar1 temin edebilen, istenmeyen maddeyi nano boyutta yok



edebilen ya da canli sistematigini taklit edebilen nanomalzeme ve nanocihaz tiretimini,

nano yiizey isleme ve gelistirmeyi hedeflemektedir.

Nanotip; hastaliklarin ve yaralanmalarin ¢ok kii¢iik boyutlarda tani, teshisi ve tedavi
edilmesi, canli saghiginin devamliliginin korunmasi i¢in tip, eczacilik, veterinerlik gibi
biyolojik alanlarda kullanilmasi olarak tanimlanir [27]; Protein, DNA gibi yapilarin nano
boyutlarda olmasi viicutta bulunan boyutsal gecis-bariyer mekanizmalarninda etkisiyle

nanoteknolojinin dnemli uygulama alanlarindan biri haline gelmistir.

Nanotip, nanopartikiillerle kontrollii ilag salimindan, nano boyutlu yapay doku
iskelelerine, teshis ve tedavi amagli nanorobotlara kadar g¢esitli aplikasyonlari
icermektedir (Sekil 2.2). Spesifik ozellikleri sayesinde organik veya inorganik protein
nanoyapilar, tip ve eczacilik basta olmak lizere saglik alaninda bir¢cok uygulama alani
edinmistir. Bu yapilar; ¢oziinirliligi arttirilmis ilag, bozulmaya karsi koruma,
toksisitenin azalmasi, farmakokinetik o6zelliklerinin diizenlenmesi, biyoyararlanimin
arttirtlmasi, uzatilmis ilag etkisi, kontrollii salim yapilabilmesinin saglanmasi gibi bircok

avantaja sahiptir.

Freitas ve arkadaslari, ‘Pharmacyte’ adi diistiniilen, 2006’da nanoteknoloji kullanilarak
kendi kendine enerjisini {iiretebilen, bilgisayar kontrollii nanorobot tasarimindan sz

etmektedir. Bunun gibi nano aygitlar araciligi ile hassas bir sekilde taginan ilacin canliya

ne zaman, ne kadar siirede, hangi hiicreye iletilebileceginin kontrolii miimkiin olabilir

[28].

Sekil 2.2. Hedeflendirilmis ilag tasiyict sistem olarak planlanan, nano yiiziicii olarak

isimlendirilen, 2000 nm uzunlugunda pervane nanorobot [29].
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2.3.1. Nanoteknolojinin Tiptaki Kullamim Alanlar
Nanoteknolojinin saglik ve tip alaninda kullanim alanlar1 her gecen giin gelismekte ve
artmaktadir. Nanotip olarak isimlendirilen bilim dalinda potansiyel olusturan ve

uygulama alani bulabilen bazi1 6rnekleri asagida siralanmistir:

- Eczacilik: Ilag tasiyici sistemler (nanopartikiiller, dendrimerler, lipozomlar vb.) (Sekil
2.3), ila¢ kaplama, yapay baglayicilar, nanofarmasétikler [30],

- Molekiiler tip: Farmakogenomi, gen terapisi,

- Tani, teshis ve tedavi: Nanogipler, nano-biyosensdrler, LOAC, quantum noktalari,
nano terapotikler farmasdtikler, radyofarmasoétikler,

- Biyoteknoloji ve biyorobotikler: Doku miihendisligi (yapay doku ve organlar),

nanobiyoteknoloji [31].

Hlag

Sekil 2.3. Nano ilag tasiyici sistemlerden bazilari a) Misel, b) Lipozom, ¢) Nanokapsiil,
d) Nanokiire, €) Dendrimer.

2.3.2. fla¢ Tasiyic1 Sistemler

Mikron ya da mikron alti boyutlarda koloidal yapida preparatlardir. Ila¢ kullaniminda
siklikla kullanilan konvansiyonel yontemler (kapsiil, tablet vb.) agizdan alimi veya ilacin
deriye enjeksiyonu seklindedir. Bu yontemler sik ve tekrarlanan dozlarla ilag alimini
gerektirirler. Alternatif dozajlamaya izin vermek igin tasiyicilarin gelistirilmesi gerekir.

Tasiyici, hedeflenen hiz ve periyodik zamanda etken maddenin salimina etki eder.



Hedeflenen bolgeye, istenen hizda, siirede etken maddelerin saliminin saglanmasi
amaciyla kontrolli salim formiilasyonlarinda genellikle polimerik bir madde olan
tastyicilar kullanilir. Ornegin, kontrollii salim sistemlerinde kullanilan tastyicilarin
cogunun yap1 tas1 polimerlerdir. Polimerler, suda ¢oziinebilen ya da ¢oziintrliligi
arttirabilen, boyutlarinin ve yiizeyinin hedeflendiricilerle modifiye edilebilmesi,

biyouyumlu ve biyobozunur 6zellige sahip olmalari nedeniyle tercih edilirler [32].

Geleneksel tasiyicilar yalnzca ilag molekiillerini genel dolasima sunarken; nano
boyutlarda sentezlenen tasiyicilar yiizeylerine yapilan modifikasyonlar ile sistemdeki
taginim sirasindaki yar1 Omiirlerinin ayarlanmasi, immiin sistemden gizlenmesi, ilagin
ilerledigi yollarin izlenmesi i¢in manyetik veya floresan madde bulunmasi, tasiyicinin
ilact hiicrenin igine iletmek amaciyla programlanmasi veya istendiginde DNA

vektorlerinin de tasinmak tizere programlanmasi olasidir [33].

Kemoterapide faydalanilan antikanser ajanlarin (paklitaksel, doksorubisin, florourasil,
antineoplastik ajanlar vb.) cogunun sulu ¢ozeltilerde ¢oziiniirliikklerinin ¢ok diisiik olmasi
ve ticari preparatlarda kullanilan tasiyicilarin istenmeyen sitotoksik 6zellikleri nedeniyle
ve sudaki ¢oziintirliiklerinin arttirilmast amaciyla; yardimei ¢oziiciiler, emiilsifikasyonlar,
yapisal modifikasyon (yari sentetik paklitaksel), tasiyict aracili yaklagimlar (lipozom,
nanopartikiil vb.) ilag kompleksi (siklodekstrin) vb. ¢6ziimler onerilmektedir [34].

Etkin madde olan antikanser ajanlarmmin organizmaya taginmasinda ¢oziiniirlik
probleminin dnlenmesi amaciyla formiilasyonlarda solventler kullanilabilmektedir. Fakat
bu yardimci solventlerin norotoksisite, duyarlilik reaksiyonlart gibi olusabilen ciddi yan
etkileri yok etmek amaciyla sulu cozeltilerde diisiik ¢oziniirlikli olan antikanser
ajanlarinin farkli tasiyici sistemlerle tasinmasi igin segenek olabilecek yontemler

gelistirilmeye ¢alisilmaktadir [35].

Bir antikanser ajan olan paklitaksel sulu ¢ozeltilerde zayif ¢oziiniir, fakat alkoller gibi
bircok organik ¢oziicii icinde ¢Oziliniir. Bu nedenle, antikanser ajan1 daha gelismis
formiilasyon stratejilerine ihtiya¢ duyar. Gilinlimiizde paklitakselin ticari preparatlarinda
tastyict olarak mevcut formiilasyon Chremophor EL (polyethoxylated castor oil) ve
etanol icerir. Ancak Chremophor EL toksiktir ve hipersensitivite reaksiyonlari,

nefrotoksisite ve norotoksisite gibi yan etkiler gosterir [36].
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Sonug olarak; kemoterapide kullanilan antikanser ilaglarin segici olmayan toksisitesi ve
antikanser ajanlarin ¢ogunun suda ¢ozlniirliiklerinin ¢ok diisiik olmasi1 nedeniyle ilag

tasiyici sistemlerin gelistirilmesine ve avantajlarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.3.3. Nanopartikiiller
Genel anlamda; en az bir boyutu 1-100 nm araliginda bulunan partikiillerdir. Bir boyutu
100 nm altinda olanlara nanosheet, iki boyutu nanotiip, ii¢c boyutu 100 nm altinda olanlar

ise nanopartikiil olarak adlandirilir [37, 38].
Partikiiller temel olarak asagidaki gibi siniflandirilabilir:

- Yari iletken temelli nanopartikiiller (altin, kuantum noktalari, demir oksit)

- Metal temelli nanopartikiiller (nanoshell, nanosticks, siiperparamagnetik demiroksit
nanopartikiiller),

- Karbon temelli nanopartikiiller (fuleren, ¢cok katmanl karbon nanotiipler vb.) [39].

- Polimerik nanopartikiiller: sentetik polimerler (polilaktik asit, pollikaprolakton,
polimalik asit, poliglutamik asit ve kopolimerleri) [40]; dogal polimerler (proteinler,
aljinat, jelatin, albiimin, niikleik asitler, polisakkaritler (Kitosan), oligosakkaritler
(siklodekstrin).

Siklodekstrin Nanopartikiiller

Polimer temelli nanopartikiiller biyobozunur ve biyouyumlu olmasi gibi ozellikleri

nedeniyle 6n plana ¢ikmaktadir. Ayrica kimyasal yiizey modifikasyonlartyla kontrollii

olabilirler.

ilag salimi1 ve farmakokinetik kontrol saglarlar [41, 42]. Dogal ve sentetik yapida
HQ % H>OH
io" " F :%—H ?

Sekil 2.4. Siklodekstrin kimyasal yapis1 (n=6 alfa, n=7 beta, n=8 gama).

(e]
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Nisastanin CGT-ase enzimi ile katalizlenerek pargalanmasi sonucu Sekil 2.4°de
gosterildigi gibi halkali molekiil yapida olusur. Konik yapidadirlar. I¢ kaviteleri
hidrofobik yapiya sahiptir. Dis yiizeyde ise tam tersi bir yapi hakimdir. Sterik engel
nedeniyle, CD’ler i¢in en az alt1 glukopiranoz tinitesinin a-1,4 baglariyla baglanmasi
gerekir. Glukopiranoz sayist yedi olanlar B-CD’ler, sekiz glukopiranoza sahip olanlar y-
CD’ler isimlendirilmekte; diisiik kompleks olusturma ve sudaki ¢oziiniirliik artist
Ozellikleri nedeniyle ¢ok sayida glukopiranoz igeren CD’ler tercih edilmemektedir
(Cizelge 2.1) [43]. Bazi siklodekstrinlerin genel karakteristikleri Cizelge 2.1°de
verilmigtir.

Cizelge 2.1: o-, B- ve y-Siklodekstrinlerin Genel Karakteristikleri

‘ Parametre ‘ o ‘ B ‘

v
Glukoz Say1si 6 7
Ortalama Molekiiler Agirlik
972 1135 1297
(mMW)
Koni Oyuk Capi (A) 47-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3
Sudaki Coziiniirliik (g/100mL™
14.5 1.85 23.2
25C°
Hexagonal Monoklinik _
Suda Kristal Formlar1 Kare Prizma
Tabakalar Parallelogram

CD’lerin lipofilik etkin maddelerini sulu ¢ozeltide tutarak zar gecisini saglayan birer
tastyict gibi islevlerinin oldugu bildirilmis olup lipofilik hiicre zarinin hidrofilik CD’lere
olan afinitesinin diisiik olmasindan dolayi, CD’ler sulu dis membranda kalmakta ve yeteri

derecede lipofilik olan etken maddelerin hiicre igine alinmasini arttirmaktadir [44].

ACD’ler dogal CD’lerin eczacilik uygulamalarindaki bazi sinirlamalarini azaltmak ya da
yok etmek amaciyla sentezlenmistir. Bu amagla; dogal siklodekstrinlerin ciddi yan etkisi
olan nefrotoksisiteyi yok etmek, eritrosit yikimini engellemek, CD’lerin biyolojik
zarlardan gecisini kolaylagtirmak, CD’lere kendiliginden yapilanmasini saglayarak

kolloid ilag tasiyict sistem olusturmak vb. gérevleri oldugu sdylenebilir.

ACD’lerin yiizey aktif 6zelliklerine alifatik zincirlerin yapis1 etki etmektedir. ACD’ler

herhangi bir siirfaktan veya makromolekiil kullanilmadan kendi kendine nanopartikiil
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yapist olusturabilmektedir. Bu 6zelligi sayesinde nanopartikiil hazirlanmasinda tercih

nedenidir [45].

Kendiliginden nanopartikiil olusturabilme 6zelligine sahip ACD’ler nano Olgekte ilag
tasiyici sistem olarak kullanilmaktadir [46]. ACD nanopartikiillerin ilag tasiyict sistem

olarak avantajlar su sekilde siralanabilir:

e Kontrollii ilag salimi1 saglarlar.

e flaci cevresel faktdrlerden korurlar.

e llacin absorbsiyonu ve biyoyararlanimini artirilar.

e CD’ler hidrofobik i¢ kavitelerinde ilaglari hapsederek, onlarin ¢oziiniirliiklerini
artirirlar,

e Tlacin kétii tat ve kokusunu maskelerler.

e flacin stabilitesini artirirlar,

e [lacin yan etkilerini azaltirlar.

Ayrica ilag tasiyict sistem olarak kullanilan CD’lerin kendiliginden kanser hiicrelerinde

¢ogalmayi Onleyici (antiproliferatif) etkileri bulunmaktadir [47].

Toksisiteyi belirleyen en 6nemli etken doz miktar1 olmakla birlikte ilag tasiyici sistem
olarak kullanilan dozda ACD’ler toksik etki gdstermemektedir. Yapilan ¢alismalarda
ACD’lerin tek basina (iginde paklitaksel, sisplatin vb. kanser ajanlar1 bulunmadan) kanser
hiicrelerine kars1 davranislart incelenmis ve tek basina da antikanser aktivitesi ve

apoptotik etkilerinin (programli hiicre 6liimii) oldugu gozlemlenmistir [48].

Son dénemlerde, ACD nanopartikiillerinin bu 6zelliklerinden faydalanilarak antikanser

ajanlariin tasinmasinda birgok ¢alisma yapilmaktadir [49, 50, 51].

2.4. Gen, Protein, Genom ve Proteom Tanim

Deoksiriboniikleik asit (DNA) genetik bilgiyi tasiyan, iki uzun polimerden (ester baglari,
seker ve fosfat gruplari) olusan niikleik asitlerdir. Her bir seker grubu niikleobaz adi
verilen (adenin, guanin, sitozin, timin, urasil) molekiillerin birlesmesi ile niikleotid olarak

adlandirilan birimleri olusturur (Sekil 2.5). Niikleobaz dizilimi genetik bilgiyi kodlar.
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Nukleobazlar S
Timin  Guanin .

Sitozin Adenin

=

Deoksiriboz

Fosfat

Nokleobazlar

Sekil 2.5. DNA {i¢ boyutlu yapisi.

Genetik bilgiyi kodlayan en kiiciik DNA birimine gen adi verilir. Gen kalitimda rol
oynayan, genetik, biyokimyasal, fizyolojik durumlari kontrol edici, diizenleyici ve
fonksiyonel olan birimlerdir [52]. Bir organizmanin DNA’sinda kayithi tim genetik
bilgilere ise genom olarak isimlendirilmektedir [53].

DNA'da bir amino asidi kodlayan tglii niikleotit serilerinden herbirine genetik kod ad1
verilir. Bu koda gore olusturulan mesajci riboniikleik asit (Mrna)'daki iiglii niikleotit

grubu kodon olarak tanimlanmigtir. Her kodon bir amino asidi belirler [54].

Kalitsal tanimlar sirasiyla; baz, niikleozit (fosfat harig), niikleotid, kod (kodon,
antikodon), gen, DNA, kromozomdur. mRNA molekiiliinde 64 farkli kodon olmasina
ragmen amino asit ¢esidi 20°dir. Bu nedenle belirli bir amino asit, birden ¢ok kodon

tarafindan tayin edilebilmektedir [55].

Proteinleri kodlayici gendeki baz dizileri yoluyla DNA’da bulunan genetik bilginin
mRNA polimerine yazilmasit (transkripsiyon), mRNA’daki baz dizisinin de hiicrenin
protein sentez yerleri olan ribozomlarda amino asit dizisine ¢evrilmesi (translasyon) ile

yeni proteinler olusur [56].

Proteinlerin temeli olan aminoasitler, hem asit 6zellikli karboksil (-COOH) ve hem de
baz 6zellikli amino (-NH.) grubunu barindiran kimyasal bilesiklerdir ve a-C’a baglanma
sirasina gore adlandirilirlar. R- gruplarinin fizikokimyasal 6zelliklerine gore (hidrofilik,
hidrofobik, asidik, bazik, aromatik vb.) gruplandirilirlar. Dogada yaklasik 300 cesit
amino asit vardir. Standart amino asitler diye siniflandirilan 20 tanesi, karakteristik dizilis

ve saytyla diiz bir zincirde kovalent olarak (peptid baglari ile) baglanarak lineer polimer
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olan proteinleri olustururlar (Sekil 2.6). Kisaca, proteinler a-amino asitlerin
polimerlesmesi ile olugmus; iplik ya da yumak seklinde molekiillerdir. Hiicrenin
iistlendigi cesitli islevlerde, yapisal ve fizyolojik olarak gdrev alirlar. Hiicrelerin zarinda

lipitlerle birlikte; enzimlerin ve hormonlarin yapisinda bulunurlar.

Amino Asit H Amino Asit H

Dioeotid

Sekil 2.6. Aminoasitlerin peptid baglar1 ile olusturduklart polipeptid zinciri [57].

Protein element analizi: C (% 50-55) S (% 0.2-3.0), N (% 12-19), O (% 20-23), H (% 6-
7)’dir. Bunlarin disinda Fe, Zn, Cu, P barindirmaktadir.Yaglardan ve karbonhidratlardan
N varhigiyla ayrigmaktadir. Ornek olarak; viicuttaki yaglarin metabolik yakilmasini
hizlandiran lipotropik molekiil olan apolar aminoasit metiyonin kimyasal yapis1 Sekil

2.7’de verilmistir.
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a) b)
Sekil 2.7. a) Metiyonin 2-boyutlu kimyasal yapisi, b) Metiyoninin 3-boyutlu kimyasal
yapisi [58].

Proteinlerin dort yapisal diizeyi tanimlanmaistir:

Birincil yapi,

Ikincil yapz,

Ucgiinciil (tersiyer),yap1

Dordiinciil (kuarterner) yapi (Sekil 2.8).
Birincil Yapi
B-yapraklar

ikincil Yapi

Tersiyer Yapi

W Kuarterner(Dsrdu
nciil) Yapi

Sekil 2.8. Protein yapilar1 [59].



Lineer polimer (polipeptid) zinciri, proteinin birincil yapisi olarak tanimlanir. Birincil
yapi, polipeptid zincirinin biyolojik olarak aktif proteinlere doniisebilmesi igin ii¢ boyutlu
yapisin1  belirler. Birincil yapidaki amino asit farkliliklart proteinin {i¢ boyutlu

fonksiyonunu etkileyebilir.

Proteinin ikincil yapisi, tekrarlanan katlanmalarla tanimlanir. Bu katlanmalar, polipeptid
boyunca diizenli araliklarla kurulan hidrojen baglariyla olusur. ikincil yapilar a-heliks ve
B tabakadir. a-heliks, her dort amino asitte bir kurulan kovalent olmayan H- baglari ile
seklini koruyan kivriml bir yapidir ve kivrimli yap1 dayaniklilik saglamaktadir. f-tabaka
yapisinda omurganin paralel bolgeleri arasinda H- baglari olusmustur. Ikincil yapi

katlanmalarinda kovalent olmayan iyonik baglar da bulunur.

Bir sonraki yapi, protein molekiiliiniin ii¢ boyutlu yapisidir. a-sarmal ve B-yaprak birlikte
hidrofobik kalintilarin sudan uzaklastirilmasi nedeniyle katlanirlar. Posttranslasyonel
modifikasyonlar (protein biyosentezinin son adimlarinda kimyasal degisime ugramasi)

ticlinciil yapt asamasinda gergeklesir.

Dordiinctil yapr ise disiilfid baglar1 ve kovalent olmayan baglar aracilifiyla {igiinciil

yapidaki proteinin kararli ve stabil olmus halini ifade eder [60].

Proteom; genom tarafindan kodlanan proteinleri ifade eder. Kodlanan proteinlerin
farklilasmasi ile ayn1 genoma sahip (DNA dizilimi sabit kalir) fakat farkli morfolojide
canlilar bulunabilmektedir. Proteomlar, ayni canlidaki hiicreler arasinda da farklilik
gosterebilir. Her bireye 6zgili proteomda birgok protein saglikli bir birey i¢in yaklasik ayn1
miktarda ve ayni sekilde var olduklari halde g¢evresel etkenler, hastalik durumu hatta

salgiladigimiz hormanlara bile bagl olarak degisebilir [61].

Proteom analizinde yaklasimlar, nanoteknolojik yaklasimlara benzer yaklasimlara
sahiptir. Bu yaklagimlar; yukaridan-asagiya, ortadan-asagiya ve asagidan-yukariya olarak
ifade edilir (Sekil 2.9). Bottom-up yaklagiminin smirladigi yerlerde top-down
yaklasimina yonelinir. Bu yontemde bozulmamis proteinler karakterize edilir. Top-down
yaklagiminda proteinlerin hiicreden kromotografik yontemlerle ayrilmasi ve kiitle
spektrometresine gonderilmesi saglanirken; Bottom-up yonteminde, proteoliz ile
proteinler peptidlerine kadar parcalanarak MS’e iletilir. Kisaca bottom-up yontemde
peptid tretimi varken, top-down yontemde proteoliz olmamaktadir. Bottom-up

yonteminde protein karigimlarinin kullanilmasina ise shot gun yontemi denmektedir.
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Shotgun yonteminde kullanilan proteomik teknikler bozulmamis proteinlerin proteolitik

sindiriminden elde edilen peptidler araciligiyla dolayli bir protein 6l¢iimii saglar [62, 63].

Middle-down yontemi ise diger iki yontemin hibridi olarak diistiniilebilir [64, 65].
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Sekil 2.9. Proteom analizinde yaklagimlar.

Sonug olarak asagidan-yukariya yaklagim, proteolitik peptidleri analiz eder. Yukaridan-
asagiya yaklagimi biitiinliigii bozulmamuis proteinleri tanimlar. Ortadan-asagiya yaklasimi
ise smirli sindirim veya daha secici proteazlardan kaynaklanan daha biiyiik peptidleri
analiz eder. MS analizi ve veri tabani aragtirmasindan dnce birden daha fazla protein veya

peptid fraksiyonlama teknigi uygulanabilir.

2.4.1. Genomikten Proteomige

Proteomik, proteomlarin tiimiiniin analiz edilmesi, islevleri (diger molekiillerle
etkilesimi), tanimlanmasi (yerlesim, miktari) ile ilgilenen ¢aligmalardir. Proteomik olarak
adlandirilabilecek ilk protein galismalar1, 1975 yilinda Escherichia coli, guinea domuzu
ve fare bakterilerinden alinan proteinlerin haritalanmasi ve iki boyutlu jelin tanitilmasiyla
baslamistir. Proteomik ¢alismalar1, i¢inde birden fazla islev barindiran protein
sistemlerini arastirir. Sistemlerin birbirleriyle etkilesimlerini, bu sistemlerdeki farkli
proteinleri inceler [66]. Proteomik kavrami yapisal biyoloji yerine sistemlerin
biyolojisidir. Sistem davraniginin  karakterizasyonu hakkinda bilgi verir [67].
Giiniimiizde, DNA sarmalindaki baz dizilisleri ve dolayisiyla genlerin yerlerinin
belirlenmesi amaciyla ¢alisma yapilmis olup; insan genomu dahil birgok organizmanin

genom dizilimleri belirlenmistir. Bu amagla, insan genom projesi (HGP) ¢alismalart ile
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birgok hedef ortaya atilmistir. 2004 yilinda Insan Genom Dizisi verilerinin
yayinlanmasmin ardindan, insanlarin proteinleri kodlayan 19.599 gen oldugu
diistiniilmekteydi. DNA’da bulunan bilginin %99'undan fazlasinin, tiim insanlar
igin ortak oldugunu ortaya ¢ikarmakla birlikte genomdaki bireysel farkliliklarin % 1'den
az oldugunu ortaya konmustur. Farkliligin, hastalik riskleri ve genetik hastaliklarin
tanimlanmasi, kisiye Ozel ilag gelistirilmesi, genomda bulunan gen dizilerinin
fonksiyonunun bulunmasina imkan saglayan mikrodizilim, spektroskopi ve bilgisayar
teknolojilerinin gelismesi ile proteomik analizlerekatki saglanmasi gerekliligi olusmustur
[68].

Sonug olarak HGP ile insan morfoloji sayisi (yaklasik 100.000) kadar beklenen gen sayisi
ve bununla birlikte gen sayis1 kadar protein translasyonu gereklidir. DNA’dan transkripte
edilen mRNA sayisinin ayni olmasina ragmen yaklasik 23.000 protein kodlayan gen
bulunmustur. Bununla birlikte mRNA ekspresyon diizeyleri ile sifreledikleri proteinlerin
miktart arasinda lineer bir bag bulunmamaktadir. mMRNA her zaman proteine doniismez.
mRNA diizeyleri sifrelenmis veya kodlanmig proteinlerin aktivitesini gostermez [69].
Dogrusal olmayan bu bagin nedenlerinden baglicalar1 ise post translasyonel
modifikasyonlar ve bunun sonucunda birden fazla protein sentezlenebilmesi, protein
yikim hizi, RNA interferans, bazi proteinlerin aktif olabilmesi i¢in kompleks yapmasi

gerekliligi olarak sayilabilir [70].

Baz fetal bozukluklarin anneye bebekten gecen proteinler vasitasiyla arastirilabilecegini
One siiren calismada, annenin dogum Oncesi ve sonrast kaninda, bebegin ise kordon
kaninda genomik ve proteomik bilgi arastirilmistir. Annenin dogum Oncesi kaninda
bulunup, dogum sonrasinda bulunmayan ve bebegin kordon kanindan alinan numune ile
ortisen mRNA’lar ve proteinler incelenmistir. Arastirma sonucunda anne kaninda
gebelik siirecinde bebege ait oldugu gosterilen 157 mRNA transkripti ve 222 farkli
protein belirlenmistir. Calismada, gebelik doneminde anne ve bebek arasinda yogun
protein akisi oldugu, bu proteinlerin invaziv olmayan yeni biyomarkerler olarak
degerlendirilebilecegi belirtilmistir. Ilgili arastirma, genomik bilginin proteomik bilgiye

katki sagladigi durumlara da 6rnek olusturabilir [71].

Proteomik calismalar1 onceden transkriptomiks adi altinda RNA seviyesindeki
degisiklikleri belirlemekte fakat mMRNA ekspresyon seviyesindeki degisiklikler,

posttranslasyonal modifikasyonlar sonucu proteinlerdeki farkliliklar ve cesitlilikler
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hakkinda bilgi saglayamamaktaydi. Ayrica; mRNA ekspresyon seviyeleri, protein
ekspresyon seviyeleri ile iyi korele edilemez. Sonug olarak; RNA’larin ekspresyon
seviyelerindeki degisimleri incelemek vyerine, proteinlerin ekspresyonlarindaki
degisimleri incelemek yaklasim olarak daha dogru ve daha mantikl1 olacaktir. Genom ve

proteom ¢aligmalarindan elde edilen verilerin birlikte analiz edilmesi 6nemlidir [72].

2.5. Proteomik Calismalar

Proteomik calismalar; farkli hiicre tiplerinde, organizmanin gelisimsel evrelerinde, ¢esitli
hastaliklarda kodlanan polipeptid yapilari ile birlikte posttranslasyonel modifikasyonlari
da inceleyen dinamik yapidaki ¢aligmalardir. Genetigi degismemis bir yapmin farkli
zaman ve ortamda farkli DNA diziliminin degisimi beklenemez. Bu nedenle genomik

calismalar statik ¢alismalardir.

Proteom arastirmalar1 ve analizleri, gen ekspresyon analizlerine gore ¢ok daha farkli ve
fazla grupta yonteme ihtiya¢ duyar. Proteom karakterizasyonunda modifiye olmus ve
modifiye olmamis proteinlerin tespiti ile birlikte miktar tayininin yapilmasi igin gelismis

analitik yontemlere ihtiyac duyar.

Ayni  kosullardaki belirlenen proteinlerin  degerlendirilip yorumlanmasi ig¢in
biyoinformatik bilgisine olduk¢a ihtiyag bulunmaktadir. Proteomik ¢aligsmalar,
incelenecek olan proteinlerin ayirimina ve tanimlanmasi temeline dayanir. Bu amagla;
proteomik c¢aligmalarda, elektroforetik, kromatografik yontemler, MS ve mikroarray

teknolojisi kullanilan yontemler arasindadir.

Analizler sonucu; proteom farkliliklarindan yola ¢ikarak o hastaliga 6zel proteinlerin
belirlenmesi ve izlenmesi ile proteinlerdeki etkilesimlerin incelenmesinde ve hastaliga
yatkinliklarin tespitinde 6nemli adimlar atilmaktadir [73, 74]. Viicut sivilarinda,
hiicrelerde veya doku orneklerinde diagnostik ve prognostik hastalik belirteglerinin
tanimlanmasi, yeni tedavi yontemlerin gelistirilmesi, viicut s1vi 6rneklerinin veya doku
biyopsilerinin orijinlerinin arastirilmasi, viicut sivilarinda, hiicre veya dokularda protein
fenotiplerinin ve posttranslasyonal modifikasyonlarin tespiti, hastaligin ilerlemesinin
izlenmesi ve hastaligin alt simiflandirmalarinin yapilabilmesi proteomik c¢alismalarin

diger amaclarindandir.

Kisaca; basta biyoloji ve tip olmak iizere bir¢ok disiplinde ufuk agan c¢aligsmalar

yapilmakta, yeni gelismelere yol agmaktadir.
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2.5.1. Proteomik Teknolojisi
Proteomik teknolojisi temelde dort uygulama alaninda tanimlanabilir:

e Protein Madenciligi (proteinlerin tanimlanabilmesi, yapisal proteomik),

e Protein Ekspresyon Profili (proteinin stimiile edici karsisindaki tepkisinin
belirlenmesi, kiyaslamali proteomik),

e Protein Haritalamas: (proteinlerin birbirleri ile etkilesiminin nerede, ne zaman
oldugunun belirlenmesi, islevsel proteomik),

e Protein Modifikasyon Haritalamasi (modifikasyonun nasil ve nerede oldugunu

belirlenmesi),

Proteomik teknolojisinde kullanilan teknikler Sekil 2.10’daki gibi 6zetlenebilir:

Analiz Karakterizasyon

Saflastrma
-ELISA -Jel tabanh

-Protein yaklasimlar

Mikrodizileme -Kiitle
-Western Spektroskopisi
Blotting

-Kromatografik
teknikler

Yapisal Analiz

-X-1511
Kristalografi
-NMR
Spektroskopisi

Sekil 2.10. Protemik teknolojisinin uygulamalari [75].

2.6. Protein Ayirma Yontemleri

Kromatografik ve elektroforetik tekniklerin 1950 yillarindan itibaren gelismeye
baslamasiyla ¢okme, kromatografi, elektroforez, adsorblama ve santrifiijleme
protokolleri olusturulmustur. Kompleks protein karigimlari, baglica adsorblama ve ¢okme

yontemleri ile saflagtirilmaktadir [76].
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Genel olarak proteinler, sivi silispansiyon igerisinde hizlandirilarak kiitle ve
yogunluklarina ayrilmasi yontemi olan santrifiijleme; protein i¢eren bir ¢ozeltinin iginde
regine gibi 6zel bir madde bulunan bir kolondan gegirilmesi kromatografik ya daelektrik
alan icerisindeki iyon hareketinden faydalanilarak yapilan elektroforetik yontemlerle
saflastirilir (Sekil 2.11).

Kiyaslamali proteomik ¢alismalar i¢in en 6nemli baslangi¢ proteinlerin saflagtirilmasi ve
birbirlerinden ayristirtlmasidir. Bu amaca yonelik bir¢ok yontem bulunmakta olup; basta
jel tabanli yaklagimlar, bir boyutlu elektroforez (1D-SDS PAGE), iki boyutlu elektroforez
(2D-SDS PAGE), iki boyutlu diferansiyel elektroforez (2D-SDS DIGE) olmak tizere; bir
ve iki boyutlu sivi, afinite, iyon degisim, hidrofobik, jel filtrasyon kromatografileri;

santrifiijleme ve diferansiyel ekstraksiyon gibi diger ayirma yontemleri kullanilmaktadir

[77].
1

1
1 1
- . o Diferansiyvel
Kromotografi Santrifajleme I T Elektrofore=
Afinite \_ Ultra - .
Santrifiijleme bl

iyon Degigim [y — 2-D lel

Hidrofobik —

Jel Filtrasyon [ Bl 2-D Diferansiyel
lel

Sekil 2.11. Proteom analiz yontemleri [78].

1D-SDS-PAGE’de, proteinlerin sadece molekiiler agirliklarina gére ayrimi yapilirken;
2D-SDS-PAGE’de ise proteinler molekiiler agirliklarina gore ve kendi izoelektrik
noktalarina gore ayrilirlar. 2D-SDS PAGE, protein karigimlarinin kompleks yapilarinin

ayrismasina katkida bulunur.



2D-SDS DIGE yonteminde ise izoelektrik noktasina ayirim yapilmadan 6nce proteinlerin
ayirilmasi amaciyla, amino uglarindaki lizin yapilari floresan boyayla isaretlenir [79, 80].
En ¢ok tercih edilen yontemlerden biri olan SDS-PAGE yo6ntemi iki ana asamadan
olusmaktadir. Birincisi izoelektrik odaklama (IEF) digeri ise proteinlerin kiitlelerine gore
ayrildigt SDS-PAGE asamasidir [81, 82]. SDS-PAGE basamagi, protein analizinde
kullanilan diger yontemlere goére daha giigli bir yontemdir. SDS-PAGE suda
cOziinemeyenler dahil biitlin protein c¢esitlerini ayirmak i¢in kullanilabilir. Hiicre
iskeletinin protein bdliimleri, membran proteinleri ve biiyiik makromolekiil bilesenlerinin

protein kisimlarinin analizinde bu yontem kullanilabilir [83].

Saflastirilan ve ayristirilan proteinlerin analizi amaciyla kiitle spektrometrisi ve yazilim

teknolojilerinden yardim alinir.

Tez calismamizda, asagidan-yukartya yaklasimi benimsenerek 2D-SDS PAGE yontemi
ile ayrisan ve MS’e hazir hale getirilen proteinlerin Matriks Yardimli Lazer Iyonizasyon

Kiitle Spektrometrisi cihazi kullanilarak analiz edilmistir.

2.7. iki Boyutlu Jel Elektroforez

Yiikli bir molekiiliin elektrik alan icerisinde, kutuplar arasinda hareket ederek yiiklerine
ve biiyiikliiklerine gore ayrilmasi teknigine elektroforez denir. Elektroforez proteinlerin,
makromolekiillerin (DNA, RNA gibi) ayristirtlmasinda 6nemli bir yere sahiptir. Temel
olarak go¢ hizi formiile edildiginde; elektrik alan kuvveti (E), protein yiikii (z), siirtiinme

katsayisi (f), ortamin akigkanligi (1), molekiil yarigapi (r), goc hiz1 (v) ise,
v = Ez/f 1)

Denklem (1)’e gore elektroforez yonteminde go¢ hizi siirtiinme katsayzst ile ters; elektrik

alan kuvveti ve protein yiikii ile dogru orantili olup;
f=6mnr 2
v=Ez/ 6mnr (3)

stirtiinme katsayisinin ise ortamin akiskanligr ve molekiiliin boyutu ile dogru orantili;
fakat go¢ hiz1 ile ters orantili oldugu anlasilmaktadir. Sonug olarak; ayn1 yilik/¢ap oraninda
iki farkli molekiil ortamda (poliakrilamid jel, agaroz matriks vb) ayni hizda kutuplar arasi

go¢ edecektir.
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Yiikli molekiiller bir elektriksel alana konulduklarinda por adi verilen gézeneklerden
elektrik alan etki ettigi kuvvetle, yiiklerine gore ya pozitif (anot) ya da negatif (katot)
kutuba hareket ederler. Negatif yiiklit DNA veya katodik veya anodik peroksidazlar farkli

kutuplara hareket ederler.

Protein ve niikleik asit ayirirminda agaroz ve poliakrilamid jellerden faydalanilir. O’Farell
tarafindan ilk kez uygulanan 2D elektroforezde ortam sentetik poliakrilamid matriksten
olusturulmustur [84]. Ortam segiminde en 6nemli iki faktor ¢oziiniirliik ve kullanilacak
olan 6rneklerdir. Poliakrilamid, agaroz matriks ortamina goére por ¢ap1, yogunlugu kontrol
edilebilir ve daha ucuz bir malzemedir. Yapilan bazi caligmalar sinirlayict por
biiylikligiiniin birincil neden olmadigini; ek olarak DNA gibi makromolekiillerin
poliakrilamid ortamda daha yavas ilerledigini belirtmektedir [85].

Akrilamid monomerlerin ¢apraz baglama reaktifi olan N-metilenbisakrilamid
kullanilarak polimerlesmesiyle ve amonyumpersiilfat katalizliginde olusturulan
poliakrilamid kullanilan 2D elektroforez analiz teknigi genis kullanim alani bulmaya
baslamistir [86, 87]. Genel olarak; IEF kosullarina gore olusturulmus protein bantlarini
iceren Ornek gubuklart jelin bir ucundan uygulanir ve SDS igeren jel igerisinde, birinci
asamada izoelektrik noktalarina ve ikinci agsamada poliakrilamid jel tizerinde molekiiler

agirliklarina gore proteinlerin ayirimi gergeklesir.

2.7.1. Numune Hazirlama ve IPG Seritlere Protein Yiiklenmesi

Protein c¢oktiiriilmesi amaciyla bir¢ok yontem kullanilmaktadir. Bunlardan bazilar
organik ¢oziiciilerle ya da polimerlerle ¢oktiirme, iyonik siddeti arttirarak ya da azaltarak
¢oktiirme, denatiirasyon ile ¢oOktiirme, pHdegisimi ile ¢oktiirmedir. Proteinlerin
coktiirilmesi i¢in en ¢ok tercih edilen yontem organik ¢oziiciiler kullanilarak yapilan
¢oktiirme islemidir. Damerval ve ark. tarafindan onerilen yontemde -20 °C’de aseton
iginde %10 TCA ve %0,007 2-merkaptoetanol ¢ozeltisi kullanilmistir [88]. Uygulama
sirasinda bazi asidik proteinlerin 2-merkaptoetanol nedeniyle ¢okmemesinden dolay1

ditiyotreitol (DTT) 6nerilmistir [89].

Coktiiriilen proteinlerin tekrar ¢6ziilmesi amaciyla lizat tamponu (rehidrasyon/yiikleme
tamponu) kullanilmakta olup; proteinlerin okside olmasinin, proteinlerin birbirleriyle
etkilesiminin, gruplanmasinin ve modifikasyonlarin  engellenmesi, hidrofobik

proteinlerin ¢oziilmesi amaciyla; hatta 2D elektroforez isleminin evrelerini belirlemek
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icin kullanilan bromfenol mavisi, ire, deterjan, DTT, indirgeyici ajanlar, proteaz
inhibitorleri, tris tamponu, tastyict amfolit gibi kimyasallar lizat tamponuna eklenebilir
[90].

Protein karisiminin yiikleme tamponunda ¢6ziildiikten sonra mineral yagi gibi nemliligi,
proteinlerin rahat hareketini ve Immobilize pH gradient (IPG) seritlere diflize edilmesini
kolaylastiracak ortamin hazirlanmast denatiirizasyon olusmamasi bakimindan ¢ok
onemlidir. IPG seritler lizerinde bulunan porlara yiikleme tamponuna ait distile su, {ire,
indirgeyiciler, deterjan girdikten sonra proteinler, gozeneklerin acilmasiyla girebilirler.
Bu yonteme rehidrasyon yiiklemesi adi verilir [91]. IEF’e hazir olan protein yiikli IPG

seritlerin sicaklik, nemlilik ve dig ortamdan izolasyonu ¢ok dnemlidir.

2.7.2. izoelektrik Odaklama (IEF)

Bir molekiiliin elektrik net yiikiiniin sifir oldugu, bu nedenle elektrik alanda hareket
etmedigi pH noktasina izoelektrik nokta (pl) denilmektedir. Burada aminoasit yan
zincirlerinin istiinde bulunan, iyonlasabilen gruplarin iyonlagsmasina ragmen proteinin

toplam net yiikii sifirdir.
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Sekil 2.12. izoelektrik odaklama sisteminin bir gériintiisii (Protean IEF Cell 2D Cihaz1
ve Komponentleri, Bio-Rad™, ABD).

IEF Sisteminin birinci boyut olarak da ifade edilen bu islemde, pH aralig1 proteinin pI’na
gore belirlenir (Sekil 2.12). Proteinler, pH gradienti sifir olacak bigimde polimerize
edilmis ve ilizerinde en az iki amfolit immobilin tasiyan (pH gradientinin saglanmasi
amaciyla) akrilamid jelden olusan IPG seritlere uygulanir. pI’nin altindaki bir pH

bolgesinde bulunan bazik maddeler pozitif yiikle yiiklenerek katota; pI’nin iistiindeki bir
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pH bolgesinde bulunan asidik maddeler negatif yiikle yiiklenerek anoda dogru hareket
ederler, bu yonlerdeki hareketleri devam ederken pI’ya ulasilir. Kisaca, proteinler jel
tizerinde net yiiklerinin sifir oldugu pH degerine kadar hareket ederler ve bu noktada

sabitlenirler.

Sonug olarak; amfolit maddeler dar bantlar halinde sabitlesir ve proteinler bir pH
gradientinde pI’larina gore ayrilirlar [92].

IPG seritler yerine pH gradienti olusturulan, akrilamid monomerlerinin amfolit
immobilinle birlikte olugan karisimin cam plakalar arasina tatbiki ile yapilan birinci boyut
islemleri tekrarlanabilirlik, tutarlilik, zaman tasarrufu a¢isindan yerini kullanima hazir

ticari seritlere birakmistir [93].

pPH 3 PH 10
Clhs =)

Bk \ katot
e =
N
parafilm tabaka

Sekil 2.13. Ticari bir IPG serit yapisi.

Ticari IPG seritler Sekil 2.13’de 6rnek olarak gosterildigi iizere, 7 ile 24 cm boyutlarinda
olup; tizerlerinde pH araliklar1 ve izoelektrik cihazina dogru yerlestirilebilmesi amaciyla
pozitif yiik isareti belirtilmistir. Ayrica; pH’larina gore IPG seritler mikro ve dar menzilli

olarak adlandirilabilirler.

IEF isleminde sicaklik ve seritlere uygulanacak olan elektrik akimi, voltajin siiresi, serit
yerlesimi (Sekil 2.14) ve serit iletkenliklerinin ayni1 olmasi proteinlerin tam anlamiyla

bozulmadan odaklanmasi bakimindan ¢ok 6nemlidir [91, 94].
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Sekil 2.14. Rehidrasyon teknigi ile IPG seritlerine yiiklenen proteinlerin bulundugu

odaklama tablasinin IEF cihazina yerlestirilmesi (Birinci Boyut).

2.7.3. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez

Ikinci boyut olarak ifade edilen bu islemde; anyonik deterjan olan negatif yiiklii SDS’nin
stilfat gruplariyla bir¢ok polipeptid belirli bir oranda etkilesir. Etkilesim sonucu birim
kiitle basina homojen, SDS molekiilleri igeren (-) yiiklii SDS ve protein kompleksleri
olusur. Bu etkilesimle, proteinler yiik olarak esitlendigi i¢in molekiil agirliklarina gore
aymrmlart gerceklesir. Poliakrilamid jele elektrik akim1 uygulandiginda, SDS ve protein
kompleksleri ¢apraz bagli jeldeki gozeneklerde molekiiler agirliklarina bagli olarak
hareketlenerek bant profilleri ortaya ¢ikarir. Jelde olusacak ¢apraz baglarin derecesi;
proteinlerin molekiiler agirliklarina ve jellerin yogunluguna baghdir. Bu baglamda;
agirligr biyiik protein karisimlarinin ayrimini yapabilmek igin, diisiik dereceli ¢apraz
baglarin olusmasi, proteinlerin jel i¢inde hareketini kolaylastirarak daha iyi ayirim saglar

[95].
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Sekil 2.15. a) IPG seritlerin kasetlere yerlestirilmesi, b) katot ve anot tamponlarinin

eklenmesi.

IPG jel seritleri ikinci boyut 6ncesi, pH’larina gére konumlanan proteinlerin SDS ile
kompleks olusturmasi amaciyla dengeleme tamponu %2’°lik SDS, iire, gliserol iceren
Tris-HCI (pH 8.8) hazirlanir. Tris-HCI Tamponu disiilfit baglarini1 koparmak ve SDS-
protein etkilesimini arttirmak amaciyla DTT igerir. Baglanmamis —SH gruplarini alkile
etmek ve keskin spotlart gézlemlemek igin ikinci bir Tris—-HCl tamponu hazirlanarak
DTT yerine 1AA (ioyodoasetamid) eklenir. Her iki tamponda da bulunan {irenin gorevi
ise protein-protein etkilesimini engellemektir. Seritlere 10’ar dakika siireyle tampon
cozeltilerin uygulanmasinin ardindan arasinda polikarilamid jelin bulundugu c¢ift
katmanli saydam cam kasete yerlestirilir (Sekil 2.15). Ayrica; kasette belirtilmis olan
bolgelere ve tanka anot ve katot tamponlari, bromfenol mavisi ve agirligi bilinen
proteinlerden olusan markerlar 6zenle yerlestirilir. Ikinci boyutun tamamlanmas ile jele
proteinler gecmis ve jel lizerinde agirliklarina gore bir dagilim olusturmus olurlar. Biiyiik
molekiiler agirligi sahip proteinler jelin yukarisinda kalirken; daha kii¢iik molekiiler
agirliga sahip proteinler jelin daha alt bolgelerine difiize olurlar (Sekil 2.16). Jel

tizerindeki spotlarin renklendirilmesi ile kesilecek spotlarin se¢imi yapilir.
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Sekil 2.16. Protein iceren IPG seritlere SDS-PAGE uygulanmasi (ikinci Boyut).

2.7.4. Protein Analizinde Renklendirme

2D Elektroforez islemi sonrasi poliakrilamid jelde ayirimi saglanan proteinlerin
olusturdugu spotlarin, isaretlenerek ya da boyanarak goriiniir hale getirilmesi c¢ok
onemlidir. Jellerdeki protein spotlarinin boyanmasinda genelde; Coomassie Brillant Blue
G250 veya R250 boyama, SYPRO Ruby protein jel boyasi, giimiis boyama teknikleri
kullanilmaktadir[96-98].

Protein miktar tayini islemlerinde de kullanilan renklendirme tekniklerinin baginda boya-
baglama teknigi (Bradford) bulunmaktadir. Bu teknik boyanin proteinlere baglanarak
renk olusturmasi esasina dayanir. Rengin siddeti; protein yogunlugu ile dogru orantili

olup; boya arginin gibi bazik ve aromatik aminoasitlere baglanmaktadir [99].

Spot analizlerinde, proteinlerle etkilesmeyecek, MS’e uyumlu, toksik olmayan, spotlar
icin uygulanan renk kimyasallarinin protein miktarina gore lineer degisim gosterdigi,
basit ve tekrarlanabilir 6zelliklere sahip olan bir kimyasal bulunmamasi nedeniyle

renklendirme yontemi amaca yoOnelik ve avantajlart gbéz Onilinde bulundurularak

secilmelidir [100].

2.7.5. imaj Gériintiileme

Jel kasedinden alinan poliakrilamid jele gomiilii, pI’ya ve molekiil agirligina gore
ayrilmig proteinlerden olusan jel haritasinin incelenmesi ve diger jel haritalari ile
karsilastirilmasi, proteinlerdeki degisim ve etkilesimlerin degerlendirilmesi agisindan ¢ok

onemlidir (Sekil 2.17).

29



\ ) /
Sekil 2.17. Jel imaj cihazinin goriintiisii (ChemiDoc™ XRS+, Bio-Rad™, ABD).

Jel iizerindeki degisimlerin fiziksel olarak ayirt edilmesinin ¢ok zor olmasi ve protein
sayisindaki fazlalik nedeniyle jel imaj cihazindan goriintiileri alinan spotlarin bilgisayar
yazilimlar1 aracilifiyla incelenip degerlendirilmesi daha net ve daha dogru sonuglara
gitmemizi saglayacaktir. Ayrica, goriintii netliginin arttirilmasi, spotlarin yerlerinin net
tespit edilmesi, arka plan giiriiltiisliniin azaltilmasi elde edilecek 6nemli avantajlardir. Bu

yazilimlardan baslicalari:

e PDQuest

e Progenesis

e Proteomweaver

e Dimension

e Redfin

e Delta2D

e Image Master 2D sayilabilir [101].

Farkli yazilimlarla belirlenmis spot goriintiileri Sekil 2.18’de verilmistir.
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Sekil 2.18. Farkli yazilimlarda belirlenmis spotlara ait goriintiiler.

2.7.6. Proteinlerin Jelden Uzaklastirilmasi

Proteinlerin, MS’e uyumlu olmasi, proteinlerin birbirleriyle etkilesmemesi ve spesifik
proteinlerin incelenmesi amaciyla poliakrilamid jelin fiziksel olarak uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Bu islemin el ile fiziksel olarak yapilmasi ¢ok zor ve zaman alicidir.
Bunun yerine hassas ve istenilen bolgelerde kesim yapan cihazlar kullanilmaktadir (Sekil

2.19).
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Sekil 2.19. Jel spot kesici cihazinin gériintiisii (EXQuest Spot Cutter, Bio-Rad™, ABD).

2.7.7. Proteinlerin Peptidlere Parcalanmasi ve Peptid Dizileme

Proteinlerin tanimlanmasi amaciyla peptidlerin kiitlelerinin hassas Ol¢limiine ihtiyag
duyulmaktadir. Bu amagla, asetonitril ve triflorasetik asit ile yikanan, kesilmis ve hava
ile temas etmeyecek sekilde vakum altinda bekletilen spotlara segilen bir enzim (tripsin,
pepsin, kimotripsin vb.) igeren tampon ¢ozelti uygulanarak peptidlerine parcalanmasi
saglanir. Ornek olarak tripsin (proteaz aktivitesi olan enzim tiirii), peptidlerin karboksil
uclarindaki (histidin, lizin veya arjinin gruplarindaki) peptid baglarini uzaklastirmak icin
kullanilmaktadir.. Staudenmann ve ark. tarafindan tarif edilen jel i¢inde proteinlerin
parcalanmasi yontemine in-gel digestion adi verilmektedir.Peptid par¢alanma islemi 24

saatten fazla siirebilmektedir[102].

Elde edilen peptidlerin, kiitle spektrometresi araciligiyla kiitlelerinin ve diger
Ozelliklerinin belirlenerek veri tabanlarindaki referans kiitlelerle karsilastirilmasi ile
proteinlerin tanimlanmasi saglanir. Bu isleme peptid dizileme ¢aligsmalar1 (peptide mass

fingerprint) denir.

Protein veya DNA dizileme yontemlerinden bir digeri ise Tandem kiitle
spektrometresinde kullanilan De Novo dizileme c¢alismalaridir. De Novo dizileme
yontemi shotgun ve paired-end dizileme yontemlerini de kapsamaktadir [103, 104].
Peptid dizileme g¢alismalarindan farkli olarak; peptid iyonu g¢arpigsarak bilesenlerine
ayrilir; Ozellikle aminoasitler arasindaki peptid baglarinin kirilmasi ile olusan yeni

iyonlarin kiitle degerleri Olctilerek parcalanan peptide ait aminoasit dizilimi elde edilir.
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Dizileme ve tanimlama ¢alismalarinda; genom dizilimi gergeklestirilmis yapilar ile veri
tabanlar karsilagtirilarak daha iyi sonuglar alinmaktadir. Ayrica; biiylik proteinlerin
veritabanlariyla karsilastirilmasi dogru sonuglar ortaya koyarken kiigiik aminoasitlerden
olusan proteinler birden fazla proteinle uyusarak sorun olusturmaktadir. Ayrica;
oligopeptidlerin, niikleik asitlerdeki gibi tamamlayici dizinlerinin olmamasi dizileme

calismalarini zorlastirmaktadir.

2.8. Kiitle Spektrometresi (MS)

Peptid dizileme ¢alismalar1 6ncesi elde edilen peptid iyonlarinin kiitle/yiik oranini temel
analitik yontemlerden olan MS tarafindan belirlenmesi sonucu olusan spektrumun,
referans veri spektrumlari ile karsilagtirilmasi yapilarak protein tanimlamasi yapilir. MS
(Sekil 2.20), kiitle bilgisiyle birlikte kofaktor ve metal iyon varligi, translasyon sonrasi
modifikasyon, protein etkilesimleri hakkinda veri saglar (105). Spektrumlarin birbiri
tizerine diislisiiniin engellenmesi ve her bir pikin ayrmtili analizinin kolaylagmasi
amactyla molekiillerin katettikleri yol, elektrik ve manyetik yansiticilar kullanilarak

menzilleri arttirilir.

Tiim MS’ler yiiklii analitin manyetik ya da elektriksel alandan gegerek hedefe ¢arpmasi
ve bir sinyal olusturmasi mantigina dayanir. Sinyaller, analitlerin kiitle/yiik oranlarinin
siddete kars1 gosterdigi spektrumu olustururlar. MS’lerin kiitle farkliliklarinda yiiksek
hassasiyet ve ¢oziiniirliige sahip olmalar1 beklenir. Proteomik yaklasima gore MS se¢imi

yapilir [106].

Sekil 2.20. Kiitle spektrometresi goriiniimii (ABI 5800 MALDI-TOF/TOF-MS, Applied
Biosystem™, ABD).
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Kiitle Spektrometreleri dort temel boliimden olusmaktadir:

e Numune girisi ve vakum sistemi: Numunenin gaz ya da sivi kromatografisi, kati
prob veya kapiler elektroforez araciligiyla sisteme girisi vakum ortaminda saglanir.

e lyonlastirma Kaynagi: Peptidlerin iyonlastirilmasini saglar. Pozitif ve negatif
iyonlar meydana getirir Kaynaklar1 olarak: Desorpsiyon ve gaz faz iyon olarak iki
grupta toplamak miimkiindiir. Matriks Yardimli Lazer Iyonizasyon Kiitle
Spektrometrisi (MALDI),  Yiizey-Zenginlestirilmis Desorpsiyon Iyonizasyon
(SELDI)), elektrosprey iyonizasyon (ESI), UV lazer iyonizasyon, kimyasal
Iyonizasyon, alan iyonizasyonu ve desorpsiyonu, termosprey iyonizasyonu ve
elektron bombardiman iyonizasyonu bu amagla kullanilan kaynaklardir.

e Kiitle Analizorii: Iyonlastirma iiriinlerinin analizére yonlendirildigi ve {iriinlerin
kiitle/yiik oranlarina gore ayrimimnin yapildigi boliimdiir. Bazi analizor gesitleri: Tek
veya ¢ift odaklamali, manyetik sektor (MSA), yol-zaman (time to flight) bagimh
(TOF), kuadropol (Q), Fourier transform iyon siklotron rezonans (FT-ICR MS), iyon
kapani kiitle analizérii (QSTAR). TOF analizérii MALDI ve ESI iyonlagtirma
kaynaklartyla birlikte kullanilabilen ve en ¢ok tercih edilen MS bilesenleridir.

e Dedektor: Analizorden gecen iyonlarin elektron ¢ogaltici detektore carpmasi sonucu
olusan elektrik akimi sinyal olusturur. Dizi ve devamli dinot elektron ¢ogaltici
dedektorler mevcuttur. Elektromanyetik radyasyonun fonksiyonu sonucu olusan

absorbanslarin hepsine spektrum adi verilir.

Hazirlamis oldugumuz numunelerin MS ile analizleri; Kocaeli Universitesi, Klinik

Arastirmalar Birimi (KABI) Proteomik Laboratuvarinda yapilmistir [107].

2.8.1. MALDI-TOF/TOF Kiitle Spektrometresi

Bu teknikde analit (seker, polimer, dendrimer, peptid vb), enerjiyi absorblayan bir matriks
icine gomiilii olacak sekilde olusturulur. Matriks malzemesi diisiik molekiil agirlikli
aromatik yapili organik asitlerden segilir (gliserol, tiyogliserol, nitrobenzil alkol vb).
Uygun dalga boyunda lazer, matriks-analit ¢6zeltisi lizerine (matriks ve analit ayn1 enerji
ile uyarilarak) odaklandirilir, hizli titresimler ile kat1 soliisyonun par¢alanmasina neden
olur. Matriks molekiilleri yiizeyden sacilan demetlerden cikarak analitin gaz halinde
serbest birakilmasini saglar. Meydana gelen iyonlar MS’e yonlendirilir [108].
Yonlendirilen iyonlar farkli kinetik enerji, kiitle ve yiike sahip olmalar1 nedeniyle
dedektore farkls siirelerde ulasirlar (Sekil 2.21).
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Bu farklilig1 engellemek amaciyla, elektrikle yiiklii bir ekstraksiyon 1zgarasi kullanilarak
geriden gelen daha biiyiik kiitleli bir molekiille ayn1 anda dedektore varan kiigiik kiitleli

molekiillerin varlig1 gibi sorunlar 6nlenir.

Zamanlanmis Yansitic
lyon Segici

Matriks-Analit Kanigimi 3 =

Numune I
=
t Ugus Kanah
ivmelendirme Alani ‘ PEESEEE

Sekil 2.21. MALDI-TOF/TOF kiitle spektrometresi calisma yapisi.

Dedektarler

MS’in diger ana bileseni TOF araciligiyla, iyonlar uygulanan elektrik alan etkisiyle
ivmelendirilir ve dedektore ucus siireleri belirlenir. Iyonlardaki bu ugus siirelerindeki
farklilik ile kiitleleri 6lgiliir [109].

2.8.2. ESI-TOF Kiitle Spektrometresi

TOF analizorii MALDI yerine ESI iyonlastiricist birlestirilerek de kullanilabilir. ESI-
TOF’da elektrosprey iyonizasyon yontemi, polar ve ugucu olmayan bilesikler ile
iyonlastirilmasi zor olan biiyiik organik molekiiller ( peptidler, farmasétikler vb.) igin
kullanilir. Bu yontemde; numune kapiler uclar veya siringa pompasi ile yiiksek basing
yardimiyla MS igine iletilir. Olusan ¢ok kiigiik damlalarin uguslari sirasinda tasiyici faz
hizla buharlasir (oda kosullarinda) ve yiiksek potansiyel fark nedeniyle damlalarin
tizerinde olusan yiik, polipeptide aktarilir. Polipeptid molekiilleri iyonlasan su ve
amonyak gibi tastyici faz molekiillerinden aldiklar1 protonlar nedeniyle pozitif
yiiklenirler. Tastyic1 faz, pozitif yiiklii iyonlarin olusumunun kolaylastirilmasi i¢in ¢ogu
zaman asidik pH’da tutulur. Birden fazla analit igeren damlalar aynmi yiiklii analit
molekiillerinin birbirlerini itmesi nedeniyle pargacik yarilmasi denilen bir siirecle
aynigirlar. Sonu¢ olarak, buhar fazinda ve iyonize olmus polipeptid veya protein
molekiilleri olusturulur. TOF, MALDI’de oldugu gibi ESI sonrasi olusan iyonlarin
kiitlelerini 6lger [110].
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Yukarida ifade edilen analiz yontemlerinin timii proteom analizinde kiyaslamali
proteomik uygulamalar olup; proteom analizinde asagidan-yukariya yaklasima aittir.
Asagidan-yukariya yaklagimina ait bir diger kiyaslamali proteomik uygulamasi;
dogrudan protein karigimlarinin  peptidlere parcalanmasi ardindan LC (Sivi
Kromatografi) ve CE (Kapiler Elektroforez) tekniklerle peptidlerin ayrilarak MS ile

analiz edilmesi Ornek olarak verilebilir.

Diger proteom yaklasimi olan yukaridan-asagiya’da ise en 1yi ornek, translasyon sonrasi
posttranslasyonal modifikasyonlarda kiitle farkliliklar1 olusmamasi sonucu tespit
edilemeyen aminoasit dizilerinin ¢6ziimii olarak goriilen, islevsel ve yapisal proteomik
teknolojilerinde kullanilan FT-MS (Fourier Transform Kiitle Spektrometresi)’dir. FT-
MS, kromatografik tekniklerle ayrilan proteinlerin iyonlarina pargalanarak yiiksek

hassasiyette analiz edilmesini saglar [111].

2.9. Biyoinformatik

Bilgisayar miihendisligi ve istatistik gibi bilimlerden de yardim alan disiplinleraras1 bir
bilim olan biyoinformatik, biyolojik veriyi depolama ve veri havuzu olusturarak istenilen
verileri istenildigi zamanda almak igin teknikler dretir, diizenler ve analiz eder.

Biyoinformatik,

o bilimsel verileri organize etmek
e Verilerin analiz edilmesine yardimci olacak araglar ve kaynaklar gelistirmek
e calisma sonuglartyla elde edilen veriyi analiz etmek i¢in gelistirilen teknolojileri

kullanmay1 amaglar.

2.10. Kanser Tedavisinde Proteomik Yaklasimlar

Kanser; degisime ugramis hiicrelerin kontrolsiiz boliindligli ve ayni hiicrelerin
cevresindeki tiim yapilara niifuz ederek ¢ogaldigi hastaliklar i¢in kullanilan bir terimdir.
Kanser hiicrelerikan ve lenf sistemleriyle viicudun diger bolgelerine de yayilabilir. Bu
duruma metastaz adi verilir. Birka¢ ana kanser tiirti bulunmaktadir: Karsinom; deride,i¢
organlar1 kaplayan dokularda baslayan bir kanserdir. Sarkom; bag veya destekleyici
dokularda (kemik, kikirdak, kas, kan damarlar1) olusan bir kanser tiiriidiir. Losemi; kemik
iligi gibi kan tretimini saglayan dokularda olusan ve normal fonksiyonunu yerine
getiremeyen bir¢ok kan hiicresinin tiretilmesine neden olan bir kanser ¢esididir. Lenfoma

ve multiple miyelom, bagisiklik sisteminin hiicrelerinde baslayan; merkezi sinir sistemi
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kanserleri ise beyin ve omurilik dokularinda baslayan kanser tiirleridir. Ayrica; kansere
malignite ad1 da verilir. 2018 yilinda, 327 milyon niifusa sahip Amerika Birlesik
Devletlerinde 1.735.350 kanser teshisi konulmustur. Bu rakam Diinya ortalamasinda
birinci siradadir. 100°den fazla kanser tiirti bulunmaktadir [112]. Baz1 major kanser risk
faktorleri ise gevresel kirleticiler, tiitiin, obezite, mesleki karsinojenler, enfeksiyonlar
(Helikobakter pilori, HPV, HBV ve HCV enfeksiyoz ajanlari), tireme ile ilgili

aliskanliklar olarak siralanabilir.

Saglikli bir organizmada hiicrelerin islevlerini yerine getirmesi i¢in bilylimesi, boliinmesi,
hiicre tiretmine katkida bulunmasi ve programli bir sekilde hiicre 6liimiine (apoptozuna)
gereksinim vardir. Bu amacgla; DNA, hiicrenin faaliyetlerinde 6nemli bir rol oynar.
Hiicrenin normal yasam Siklusunda DNA hasari olsa da hiicre kendi iginde bunu onarir
ya da apoptoza hatta nekroza ugrar. Kanserli hiicreler DNA iplik¢iklerindeki hasardan
meydana gelir. Hiicrede onarilamayan DNA kontrolsiiz ¢ogalma baglar. DNA, birgok
nedenden dolayr hasar gorebilir. Bunlarin basindagevresel etkenler (kimyasallar,
enfeksiyonlar, obezite, viriis, alkol ve tiitiin kullanim1 veya radyasyon vb.) gelmektedir
[113].

Kanser tedavisinde kullanilan konvansiyonel yontemler ise; radyoterapi, kemoterapotik

ilag tedavisi ve cerrahi miidahale seklindedir [114].

Kanser arastirmalarinda proteomik ¢alismalar, karsinogenezis (kanser olusum
mekanizmasi) durumunda proteinlerde degisimlerin Varliginin gésterilmis olmasina,
biyobelirteglerin kesfine olanak saglamasina hatta proteomik bulgularla kanser
genomunun agiklamasina izin vermesine karsin, proteinlerin hangi kanser tiirlerinde ne

gibi farklilasmalar meydana getirdiginin belirlenmesine hala ihtiyag duyulmaktadir [115].

Kanserli hiicrelerin ¢ogalmasi ile olugan tiimorlerin gelismesine neden olan major
faktorlerden biri olan apoptotik mekanizmalarin (apoptoz, nekroz veya mitotik katastrof)
bozulmasi nedeniyle, kanser arastirmalarinda bu alanda proteomik calismalar

yapilmaktadir [116].

2.11. Karaciger Kanseri
Karaciger kanserinin, diinyada en sik teshis edilen altinci kanser ve tiim diinyada kanser
Oliimiiniin dordiincii nedeninin, yaklasik 841.000 yeni vakanin ve yilda 782.000 6liimiin

oldugu tahmin edilmektedir (Sekil 2.22). Bu fark, bu kanser i¢in son derece kotii
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prognozu yansitmaktadir; Sag kalim oranlari, Amerika Birlesik Devletleri ve gelismekte
olan {ilkelerde kanser kayitlarinda bildirildigi tizere % 3 ile % 5 arasindadir. Diinya
capinda primer karaciger kanseri; hepatoselliiler karsinoma (HCC) (vakalarin % 75-85'ini
icerir) ve diger nadir tiplerin yan1 sira intrahepatik kolanjiokarsinom (vakalarin % 10 -
15'ini igerir) dan olusur. HCC igin ana risk faktorleri ise hepatit B viriisii (HBV), hepatit
C virtisii (HCV), aflatoksin-kontamine gida maddeleri tiikketimi, agir alkol alimi, obezite,
sigara ve tip 2 diyabet ile kronik enfeksiyondur [117]. Her iki hepatit viriisii de 20 kat
artmis karaciger kanseri riskini beraberinde getirmektedir. Hepatit B viriisii daha yaygin
oldugundan, diinya ¢apinda enfeksiyonun dagilimi biiyiik 6l¢iide karaciger kanseri

paternlerini agiklar [118].

Kanser tedavi mekanizmalarindaki amag; kanserli dokuyu kemoterapi ve radyoterapi ile
kiigtiltmek; daha sonra cerrahi miidahale (tiimorii ¢ikarmak) ve daha fazla kemoterapi ve
radyoterapi takip etmekte ve asil hedef tiimorli hiicrelerin yok edilmesidir. Karaciger

kendini ¢ok hizl1 yenileyebilen organlarin basinda yer almakta ve bu nedenle erken teshis

ile birlikte tedaviye daha olumlu cevaplar alinabilmektedir.

Sekil 2.22. Birincil karaciger kanseri tiimériiniin farkli kontrast oranlarinda magnetik

rezonans goriintiisii [119].

Tez cgalismasinda; ACD‘lerin HEPG-2 kanser hiicre hatlarindaki proteinler i¢in etken
madde yiiklemesi yapilmadan etkilesiminin incelenmesi amaciyla olusturulan
numunelerde kontrol ve tedavi gruplar1 belirlenmis olup; bu numunelerin 2D-SDS PAGE
ve MALDI-TOF/TOF-MS kullanilarak analiz edilmesi ve kanserle iliskili ve miktari

degisen proteinler belirlenerek antikanser mekanizmasinin agiklanmaya ¢aligiimstir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Geregler (Kullamilan Kimyasallar, Arac ve Geregler, Yazihmlar, Veritabanlari,

Hazir/lanan Tamponlar-Cozeltiler)

Asagidan-yukariya yaklagimiyla tasarlanan tez ¢alisma kapsaminda kullanilan kimyasal
maddeler (Cizelge 3.1), kullanilan arag¢ ve geregler (Cizelge 3.2), kullanilan yazilim ve
veritabani (Cizelge 3.3), kullanilan hazir tamponlar ve ¢ozeltiler (Cizelge 3.4), hazirlanan

tampon ve ¢ozeltiler (Cizelge 3.5)’de verilmistir.

Calismada, kullanilan tampon ve ¢ozeltiler protokol sartlarina uygun olarak tablolarda

verildigi lizere hazirlanmistir.
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3.1.1.Tez Caliymasinda Uygulanan Genel Metodoloji

Calisma kapsaminda gergeklestirilen ¢alismalara ait akis semas1 Sekil 3.1°de verilmistir.

‘0 ™ Hiicre Kiiltiri Caligmalariyla PBO Kodlu
. ";:"’3: X Amfifilik  Siklodekstrin Nanopartikiillerinin
'Q" \ Sentezlenmesi

Koatro! Grubu Tedavi Grubu Kontrol ve Tedavi Gruplarinin Olugturulmast

vy VvV Bio-Rad Assay ile Protein Miktar Tayininia

yapilmast ve Proteinlerin Coktiirilmest igin

e v 9 -20 °C’ de bekletilmis % 10 (a/h) TCA, 20
/ 1\ /—K mM DTT iceren aseton gozeltisinden 1.5 mL.
- ) f gruplarin herbirine eklenmesi

1Boyat (IEF) ! KX
{ r ')
B BE—7 1 : ~ \.L.:-J 2 Boyutlu Elektroforez (IEF ve SDS PAGE
= L,-f 4 el "_' agamalart)
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n_q PDQuest yazilimi ile imaj analiz calismalars
| T g B i
-t‘\; = _ | _»...' g ( _'.\—. Bt ~
~ g b ( |
" EXQues Spo K - ' SpotlamE}ﬁngs} Spot. K.esici ile j‘elden
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Q /ZDO é C — pargalanmast

Proteinlerin Tripsin ile Peptidlere Pargalanmasi
-

(220 18y Y,
| \\.‘ﬂ\v/ /a* \\‘\:Q\T.
; MALDI-TOETOFMS ; MALDI-TOF/TOF MS'den alinan
Spektrumlarla peptid dizileme ve veri bankas
Taramast sonucu proteinlerin tanimlanmass

Sekil 3.1. Tez caligmasinda uygulanan genel metodolojinin agamalart.

PBO kodlu siklodekstrin nanopartikiilleri Hacettepe Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi,
Farmasétik Teknoloji A.B.D. Ogretim Gorevlisi Prof. Dr. Erem Bilensoy’un katkilariyla
Dog. Dr. Mustafa Celebier’in vyiiriitiiciisii oldugu TUBITAK 1158456 nolu proje
kapsaminda hazirlanmis ve tez calismasi i¢in HEPG-2 karaciger kanseri hiicrelerine

uygulanmak {izere tarafimiza iletilmistir.
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3.1.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Kanserli hiicre hatti, DMEM’ in 1s1yla inaktive edilmis % 5 fetal sigir serumu igerdigi
ortama 2 mM L-glutamin, 50 U mL? penisilin G ve 50 pg/ml streptomisin ilave edilerek
37 °C nemli atmosfer altinda % 5 CO2 uygulanarak 60 mm capinda hiicre kiiltiirii
kaplarinda cm? basma 10000 hiicre olacak sekilde ¢ogaltilmistir. Hiicrelerin iki gruba
ayrilmast saglanmistir.

Ik grup, 5 uM CD (PBO kodlu ACD nanopartikiil kullanilmistir) ile muamele edilip 48
saat boyunca bekletilmistir. Bu islenmis ya da CD uygulanmayan HEPG-2 hiicreleri
kontrol (C) grubu; uygulananlar ise islem goérmiis grup tedavi (T) grubu olarak

isaretlenmistir.

3.1.3. Numune Hazirlama ve Protein Miktar Tayini

Hiicre kiiltiirii caligmalarinin ardindan T ve C gruplari hazir temin edilen fosfat tamponlu
salin ¢ozeltisi ile yikanarak homojenizasyon tamponunda ¢6ziilmiis ve homojenizator
cihazi yardimiyla homojenat hazirlanmigtir. Homojenat santrifuj edilmis ve santrifuj
islemi (14.000 g x 14 dk, 4 °C’ de) sonrasinda olusan ¢okelti sonrasi1 mitokondriyal ve
niikleer fraksiyon atilmistir. Geri kalan ¢06zelti ultrasantrifuj cihazinda tekrar
santrifujlenmistir (100.000 g x 1 saat, 4 °C). Sitozolik kisimlar alinarak kullanilacagi
tarihe kadar -80 °C” de 500 pL’ lik boliimler halinde saklanmustir.

Bio-Rad™ protein assay, “protein assay dye reagent concentrate” adinda boya, fosforik
asit ve metanol karisimindan olusan derisik ¢ozelti bulundurmaktadir. Protein miktar
tayini i¢in biiylikbas hayvanlarin serumundan olusturulan albumin ¢o6zeltisi standart
olarak kullanilmistir. 10 mg mL? derisimdeki hazir alinmis stok ¢ozeltiden 0.05, 0.15,
0.25, 0.35, 0.5, 0.75 ve 1.5 mg mL™"* derisiminde 7 farkli ¢cozelti toplam hacim en az 150
uL olacak sekilde mikropipet kullanilarak uygun seyreltme oranlarinda seyreltilmis ve
taze hazirlanmistir. Bio-Rad™ protein assay kullaniminda hazir temin edilen derisik boya
¢oOzeltisinden prosediir uyarinca 600 pL alinmis ve 2400 pL su kullanilarak toplam hacim
3 mL’ ye seyreltilmistir. 200 pL seyreltik boya ¢6zeltisi lizerine 10 pL standard ¢ozelti

ilave edildikten sonra vortekslenmistir. Bradford metodu kullanilmstir.
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Kullamlan Kimyasal

%30’ luk ultrasaf gliserol

Cizelge 3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kullanim Amaci

Dengeleme tamponlarinin

hazirlanmasinda

Markasi ve Mensei

Bio-Rad (CA, ABD)

Agaroz (%0.5 eritilmis agaroz, 1x Tris-
Glisin-SDS ve %0.001 bromfenol

mavisi i¢eren)

SDS-PAGE (2.boyut)

Bio-Rad (CA, ABD)

Sigma-Aldrich (MO,

Akrilamid (AA Indi ici aj
(AA) ndirgeyici ajan ABD)
Jelden kesil tl Sigma-Aldrich (MO,
Amonyum bikarbonat ciden festien S.p(.) arm g (
yikanmasi igin ABD)
L .| Sigma-Aldrich (MO,
Aseton Proteinlerin ¢oktiiriilmesi
ABD)
o Jelden kesilen spotlarin Sigma-Aldrich (MO,
Asetonitril (HPLC grade) o
yikanmasi igin ABD)

Bio-Lyte 3/10 Ampholyte

Yiikleme tamponunun

hazirlanmasinda

Bio-Rad (CA, ABD)

CHAPS BioXtra, > 98%

Yiikleme tamponunun

hazirlanmasinda

Sigma-Aldrich (MO,
ABD)

DL-Ditiyotreitol (DTT)

Proteinlerin ¢oktiiriilmesi
ve yiikleme tamponunun

hazirlanmasinda

Fluka (Buchs, Isvigre)

Etilendiamintetraasetikasit (EDTA)

disodyum tuzu

Homojenizasyon
tamponunun

hazirlanmasinda

Sigma-Aldrich (MO,
ABD)

Glasiyel Asetikasit

Jellerin yikamasinda

Scharlu (Barcelona,
Ispanya)
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Kullamlan Kimyasal

Kullanim Amaci

Markasi ve Mensei

Sigma-Aldrich (MO,

HCI T ozelti pH lamad
ampon ¢Ozelti pH ayarlamada ABD)
. . e Sigma-Aldrich (MO,
Iyodoasetamid (IAA) Alkilleyici ajan
ABD)
) .. Lab-Scan (Gliwece,
Metanol Jelleri yikamak igin
Polonya)
Mineral Yag1 IEF (1.boyut) Bio-Rad (CA, ABD)
NaCl Homojenizasyon tamponunun Sigma-Aldrich (MO,

hazirlanmasinda

ABD)

Precision Plus Protein All Blue

SDS-PAGE (2.boyut) i¢in

Bio-Rad (CA, ABD)

Standards Biyobelirteg
Precision Plus Protein Unstained SDS-PAGE (2.boyut) i¢in .
) ) Bio-Rad (CA, ABD)
Standards Biyobelirteg

Protein assay dye reagent

Protein miktar tayininde

Bio-Rad (CA, ABD)

Protein assay standard Il (bovine
serum albumin)

Protein miktar tayininde referans

Bio-Rad (CA, ABD)

SYPRO-Ruby Protein Gel Stain

Jelleri boyamak i¢in

Bio-Rad (CA, ABD)

Triflorasetikasit (TFA)

MALDI-TOF-MS ile peptit
analizi sirasinda protein
parcalanma reaksiyonunun

durdurulmasi igin

Sigma-Aldrich (MO,
ABD)

Triklorasetikasit (TCA)

Proteinlerin ¢oktiiriilmesi

Merck (NJ, ABD)

Tripsin (sequencing grade)

Analiz edilecek proteinlerin

peptitlere parcalanmasi igin

Promega (WI, ABD)

Trizma (minimum %99.9)

Homojenizasyon tamponunun

hazirlanmasinda

Sigma-Aldrich (MO,
ABD)

a-ciyano-4-hidroksisinamik asit

MALDI-TOF/TOF-MS ile peptit
analizi sirasinda kullanilan
matriks

Sigma-Aldrich (MO,
ABD)
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Cizelge 3.2. Kullanilan Arag ve Geregler

Kullamlan Kimyasal

Kullanim Amaci

Markasi ve Mensei

Sigma-Aldrich (MO,

hazirlanmasinda

HCI T ozelti pH lamad
ampon ¢Ozelti pH ayarlamada ABD)
. . e Sigma-Aldrich (MO,
Iyodoasetamid (IAA) Alkilleyici ajan
ABD)
) .. Lab-Scan (Gliwece,
Metanol Jelleri yikamak igin
Polonya)
Mineral Yag1 IEF (1.boyut) Bio-Rad (CA, ABD)
NaCl Homojenizasyon tamponunun Sigma-Aldrich (MO,

ABD)

Precision Plus Protein All Blue

SDS-PAGE (2.boyut) i¢in

Bio-Rad (CA, ABD)

Standards Biyobelirteg
Precision Plus Protein Unstained SDS-PAGE (2.boyut) i¢in .
) ) Bio-Rad (CA, ABD)
Standards Biyobelirteg

Protein assay dye reagent

Protein miktar tayininde

Bio-Rad (CA, ABD)

Protein assay standard Il (bovine
serum albumin)

Protein miktar tayininde referans

Bio-Rad (CA, ABD)

SYPRO-Ruby Protein Gel Stain

Jelleri boyamak i¢in

Bio-Rad (CA, ABD)

Triflorasetikasit (TFA)

MALDI-TOF-MS ile peptit
analizi sirasinda protein
parcalanma reaksiyonunun

durdurulmasi i¢in

Sigma-Aldrich (MO,
ABD)

Triklorasetikasit (TCA)

Proteinlerin ¢oktiiriilmesi

Merck (NJ, ABD)

Tripsin (sequencing grade)

Analiz edilecek proteinlerin

peptitlere pargalanmasi i¢in

Promega (WI, ABD)

Trizma (minimum %99.9)

Homojenizasyon tamponunun

hazirlanmasinda

Sigma-Aldrich (MO,
ABD)

a-ciyano-4-hidroksisinamik asit

MALDI-TOF/TOF-MS ile peptit
analizi sirasinda kullanilan
matriks

Sigma-Aldrich (MO,
ABD)
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Cizelge 3.3. Kullanilan Yazilim ve Veritabani

Yazilim/Veritabam

PDQuest™ 2D Analysis Software
(versiyon 8.0.1)

Kullanim Amaci

Imaj analizinde

Firma/Kaynak ‘

Bio-Rad (CA, ABD)

ABI 5800 Series Explorer Spot Set

Numunelere ait
spektrumlarin

Applied Biosystems

(KABI Proteomik Lab Biinyesinde)

caligmalarinda

Manager . .
kaydedilmesinde
Matrix Science
(Internet {izerinden
MASCOT software v.2.2.04 Peptit dizileme erigilebilen

veribankasidir. Ticari
amaci

bulunmamaktadir).

GPS Explorer™ v4.9

Peptit dizileme
caligmalarinda veritabaninin

kullanilmasinda

Applied Biosystems

NCBI protein database (NCBI

no. 20100930 (11,960,556 sequences;
4,082,908,561 residues)).

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein

Peptit dizileme
caligmalarinda veritabant

olarak yararlanilmak amagl

National Center for
Biotechnology
Information from web.
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Cizelge 3.4. Kullanilan Hazir Tamponlar ve Cozeltiler

Kimyasal Kullanim Amaci

Dengeleme tamponu (375 mM Tris-
HCI, 6 M Ure, %2 SDS, pH: 8.8)

Izoelektrik odaklama
sonrasinda IPG seritleri

sartlandirmak i¢in

Firma

Bio-Rad (CA, ABD)

Yiikleme tamponu (8 M fiire, %2
CHAPS, 50 mM DTT, %0.2 Bio-Lyte
3/10 amfolit, 0.001% bromofenol
mavisi)

Coktiiriilen proteinleri
tekrar ¢cozerek IPG seritlere
yiiklemede

Bio-Rad (CA, ABD)

Criterion XT MOPS Buffer (20x)

SDS-PAGE (2.boyut)

Criterion XT Precast Gel ile
kullanilmak tizere

Bio-Rad (CA, ABD)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)

Hiicre kaltira

caligmalarinda

Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, ABD)

Salin Cozeltisi (138 mM NacCl, 2.7
mM KCI, 10 mM Na;HPO4, pH:7.4

Hiicre kaltira

calismalarinda

Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, ABD)
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Cizelge 3.5. Hazirlanan Tamponlar ve Cozeltiler

Tampon/Cozelti
%0.5 Triflorasetikasit

¢ozeltisi

Hazirlanisi

250 pL Triflorasetikasit, suda ¢oziilerek hacim 50 mL *ye
tamamlanmustir.

%10 (a/h) TCA, 20 mM
DTT igeren aseton

¢oOzeltisi

0.1234 g DTT ve 4.0 g TCA tartilip yavas yavas aseton ilave
edilerek karistirilmustir. Her ikisi birden ¢6ziilmiis olup ve hacim

40 mL’ ye tamamlanmistir.

%25 Asetonitril/50 mM
Amonyumbikarbonat (h/h)

0.3953 g NH4HCO:s tartilip bir miktar distile suda ¢oziilmiistiir.
Uzerine 25 mL asetonitril ilave edilip hacim suyla 100 mL’ ye

¢ozeltisi tamamlanmustir.
%7 (h/h) * lik asetik asit | 500 mL su ilizerine 70 mL glasiyel asetik asit ilave edildi,
¢oOzeltisi karigtirilmig ve hacim 1 L” ye tamamlanmugtir.

%7 (h/h) asetik asit, %10
(h/h) metanol ¢ozeltisi

500 mL su tizerine 70 mL glasiyel asetik asit ve 100 mL metanol
ilave edilip karigtirtlmig ve hacim 1 L’ ye tamamlanmustir.

10 mM DTT igeren 25
mM amonyumkarbonat

¢Ozeltisi

154 mg DTT tartilip 10 mL 25 mM amonyumkarbonat

¢Ozeltisinde ¢oziilmiistiir.

16 pg mL™* tripsin igeren
%25 Asetonitril/50 mM
Amonyumbikarbonat (h/h)

¢Ozeltisi

0.0016 g tripsin tartilmis olup yukarida anlatildigr sekilde

hazirlanan ¢ozelti iginde kullanilmadan hemen 6nce ¢oziilmiistiir.

50 mM
Amonyumbikarbonat

¢Ozeltisi

0.3953 g NH4HCO3 tartilmis olup bir miktar distile suda ¢oziilerek

hacim 100 mL’ ye tamamlanmuistir.

55 mM IAA igeren 50 mM
amonyumkarbonat

¢Ozeltisi

104 mg IAA tartilip 10 mL 25 mM amonyumkarbonat ¢ozeltisinde

¢Oziilmistiir.
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Hazirlanisi

1. Dengeleme tamponu

13.35 mL %30° luk ultrasaf gliserol, 1 sise hazir

dengeleme tamponu kati karisimimi ¢dzmek ig¢in
kullanilmistir. Cozeltinin 4 mL’ lik iki kism1 ayrilmistir.
Bu kisimlardan ilki kullanilmadan once %2 DTT

icerecek sekilde hazirlanmustir.

2. Dengeleme tamponu

0.1 g IAA tartilmistir. Dengeleme tamponu 1 igin
hazirlanan 4 mL’ lik ikinci kisma kullanimdan hemen
once ilave edilerek karigtinlmigtir. Taze c¢ozelti

hazirlanmustir.

Homojenizasyon tamponu (10 mM
Tris-HCI, 5 mM EDTA, 120 mM
NaCl, pH: 7.4)

1.211 g Trizma baz1 tartilmig olup hacim 100 mL olacak
sekilde suda ¢6ziilmiistiir. 1.871 g EDTA disodyum tuzu
tartilmig olup hacim 100 mL olacak sekilde suda
¢oziilmustiir. 2.922 g NaCl tartilmig olup hacim 50 mL
olacak sekilde suda c¢oziilmiistir. 10 mL Trizma
¢ozeltisi, 10 mL EDTA ¢ozeltisi ve 12 mL NaCl
¢ozeltisi  kanigtinnlmigtir.  Hacim 95 mL’> ye
tamamlanmugtir.  1:5 oraninda  seyreltilmis HCI
¢oOzeltisinden birka¢c damla damlatilarak manyetik
karigtiric1 araciligiyla karistirilarak bir pH metre
yardimiyla pH: 7.4 olacak sekilde ayarlanmigtir.
Homojenizasyon tamponunda protein denatiirizasyonu

olmamasi amaciyla SDS kullanilmamugtir.

Yiikleme tamponu (8 M iire, %2
CHAPS, 50 mM DTT, %0.2 Bio-
Lyte 3/10 amfolit, 0.001%
bromofenol mavisi)

4.805 g tire ve 0.2 g CHAPS tartilmigtir. Her ikisi de 5
mL suda diisiikk sicaklikta (~40 °C’ de) manyetik
karigtirict  araciligiyla  karistirilarak — ¢oziilmiistiir.
Sicakligin yiikselmesi 6nlenmistir. Daha sonra hacim 10
mL’ ye tamamlanmigtir. Ependorf tiipler i¢inde 250 puL
olacak sekilde porsiyonlara boliinmiis olup -20 °C’ de
saklanmustir. Kullanilmadan once ¢oziillip
vortekslendikten sonra tizerine her bir porsiyon i¢in 20
uL Bio-Lyte 3/10 amfolit ve 1 damla kadar bromfenol
mavisi mikropipetle eklenmistir.
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3.2. Yontem

Hacettepe Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik Teknoloji A.B.D. Ogretim Uyesi
Prof. Dr. Erem Bilensoy’un katkilariyla Dog. Dr. Mustafa Celebier’in yiiriitiiciisii oldugu
TUBITAK 1155456 nolu proje kapsaminda hazirlanmis ve tez calismasi i¢cin HEPG-2
karaciger kanseri hiicre hatlarina uygulanmak {izere tarafimiza verilen PBO kodlu CD
nanopartikiilleri Hacettepe Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali
Ogretim Uyesi Dog. Dr. Ayse Ercan’m katkistyla HEPG-2 hiicrelerine in-vitro olarak 24

saat siiresince uygulanmustir.

3.2.1. Proteinlerin Coktiiriilmesi

Proteinlerin eldesi ve ¢oktiiriilmesi amaciyla, hedef CD ile etkilesmis HEPG-2 hiicre
hatlarindan T ve C gruplar1 igin stoplazmadaki fraksiyonlar her bir tiip i¢in 0.5’er mL
olacak sekilde ependorf tiiplere ayrilmistir ve -85°C” de bekletilmistir. Tiipler, proteomik
caligmalarda her bir hiicre hatt1 igin T ve C gruplarina ait toplam 2’ ser mL olacak sekilde
(3 adet T grubu i¢in, 3 adet C grubu i¢in toplam 6 ependorf tiip) alinarak oda sicakliginda
(25 °C) ¢oziilene kadar bekletilmis olup hemen arkasindan vorteksleme yapilmistir.
Olusturulan ¢ozeltiler, T ve C gruplar igin 6 ayr1 tiipe 250° ser puL olacak sekilde
boliinmiistiir. Ustlerine -20 °C’ de bekletilmis soguk 20 mM DTT, % 10 (a’h) TCA igeren
aseton ¢ozeltisinden 1.5 mL eklenmistir. Proteinlerin ¢okiisii takip edilmistir. Coken
proteinlere tekrar vorteksleme yapilarak ve -20 °C’ de 24 saat beklemeye birakilmistir.
24 saat sonra eppendorftaki ornekler 10.000 rpm’ de 15 dakika boyunca 10 °C’ de
santrifuj edilmistir. Pelletler, iki kez 1 mL, bir kez 0.5 mL -20 °C’ de bekletilmis asetonla
yikanarak ependorf tiip iginde oda sicakliginda kurutulmak tizere tekrar beklemeye
alimmistir. Asetonun uzaklastirilmasi ile kuruyan pelletler ticari olan hazir yiikleme
tamponunda ¢6ziilmiis ve 1 saat boyunca oda kosullarinda Eppendorf thermo mixer cihazi
ile karigtirilarak inkiibe edilmistir. Proteinlerin ¢oktiiriilmesi ¢aligmalarinda proteinlerin

geri kazaniminin en {ist diizeyde olmas1 amaglanmastir.

3.2.2. Proteinlerin IPG Seritlere Yiiklenmesi

Proteinler, ¢oktiirme ve miktar tayini sonrasi yaklasik 1 pg mL™? derisimde hazirlanan
yiikkleme tamponunda ¢oziilmiis ve %0.2 Bio-Lyte 3/10 amfolit, 0.001% bromofenol
mavisi eklendikten 300 pL’ lik kisimlar halinde protein ¢ozeltisi, her bir grup i¢in (T ve
C gruplari) 3 farkli IPG seride (pH 5-8) aktarilmustir.
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Yiikleme islemi sirasinda dnce numuneler mikropipetle tabla kanallarina eklenmis olup;
-20 °C’ de bekletilen ticari IPG seritlerin oda sicakligina getirildikten sonra parafilm
koruyucu tabakasi cikarilarak, uglar1 kanal bast ve sonlarma degmeyecek sekilde
numunelerin stiine, ¢ikarilan tabakalarin bulundugu yonde yerlestirilmistir (Sekil 3.2).
Mineral yagh ortamda, proteinin seritlere diflizyonu amaciyla 2 saat beklenmistir. Siire
sonunda her stripe 1.5-2 mL tekrar mineral yagi ilave edilmis 3-4 saat beklemeye
birakilmigtir. Ortamin miimkiin oldugunca az 1sikta olmasina ve bekletilen yerin karanlik

olmasina dikkat edilmistir.

Sekil 3.2. IPG seritlerin protein numunelerinin {izerine yerlestirilmesi.*

3.2.3. Birinci Boyut-Proteinlerin izoelektrik Noktalara Ayrilmasi

Proteinlerin niifuz ettigi IPG seritler 6nce IEF cihazina ait elektrik akiminin iletilmesini
saglayan farkli bir tablaya alinmistir. Saf suya daldirilip ¢ikarilan ticari elektrot kagitlari
seritlerin kutuplarinin tablanin elektrik akimini ileten kutuplari ile temasini saglar.
Tabladaki herbir kanala 2.5 mL mineral yagi eklenir. Tabla IEF cihazina yerlestirilmistir
(Sekil 3.3). IEF cihazina uygulama parametreleri Cizelge 3.6’da gosterildigi gibi

parametreleri ii¢ asamada uygulanmustir.

! Bu galigmada; Bio-Rad™ kitlerinin kullamlmas1 nedeniyle goriintiilerin bir kismi Bio-Rad™ orijinal
kilavuz ve dokiimanlarindan elde edilmistir.
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Sekil 3.3. IPG seritlerin PROTEAN IEF sistemine yerlestirilmesi’.

Cizelge 3.6. IEF Sistemi Uygulama Parametreleri.

11 cm IPG .
Voltaj (V) Mod Siire (Saat)
serit (pH 5-8)
1000 Lineer 4
2 8000 Lineer 2
3 1000 Lineer 8

3.2.4. ikinci Boyut SDS-PAGE

PI’larma gore ayrilan proteinlerin bulundugu IPG seritler iizerinde bulunan mineral
yagdan uzaklagtirmak i¢in odaklama tablasindan ¢ikarilarak, 60 saniye dik olarak tutulur
ve kagit tizerinde bekletilmistir. IPG serit tablasina yerlestirilerek burada 6nce 4 mL
1.dengeleme tamponu tatbik edilerek 15dk. beklenir. Daha sonra yeni bir gerit tablasina
koyulan IPG seritlere 2.dengeleme tamponu tatbik edilerek yine 15 dk. beklenmistir. Bu
tamponlarin eklenmesindeki amag, proteinlerin okside olmasini engellemek, akrilamid ile

reaksiyonu onlemektir.
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Ticari tampon olan Criterion XT MOPS Buffer 1:20 oraninda seyreltilmistir. Tampondan
alan 25 mL’lik kisim IPG seritlerinden dengeleme tamponunu uzaklastirmak amaciyla

kullanilmustir.

Ticari jel olan +4 °C’de bekletilen Criterion XT jel (4-12%, Bis-Tris IPG 1 Well Comb,
11 cm, 1.0 mm) saydam kaset icinde bulunmaktadir. Kasetteki koruyucu yesil bolge
cikarilip. IPG seritler kasete jel kism1 disar1 bakacak yonde yerlestirilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Kasetin hazirlanmas: ve jellerin yerlestirilmesi.

Agaroz ¢ozeltisi (%0.5 eritilmis agaroz, 1x Tris-Glisin-SDS ve %0.001 bromfenol mavisi
igeren) +40 °C’de akict hale gelene kadar manyetik karistiricida karistirilmistir. Daha
sonra SDS-PAGE i¢indeki serit yuvasinin {istiine mikropipet araciligiyla eklenmistir
(Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Agaroz ¢ozeltisinin Uygulanmasi®.

SDS anot ve katot tamponlari Criterion Cell’de belirlenmis bolgelere kadar
doldurulmustur. Biyobelirtegler (“Precision Plus Protein™") kasette bulunan yuvalara

mikropipet ile vasitasiyla 4 uL eklenmistir.

Calismamizda, 6 grup (3 T, 3 C) bulunmaktadir. Bu nedenle, {i¢ {initeye ihtiyag
duyulmustur (Sekil 3.5). Bu {ii¢ tinite (PowerPac HC Power Supply) gii¢ {initesine
baglanarak her bir jel i¢in Oncelikle 100 V daha sonra akimin limit deger olan 500 A
cikmasiyla 35. dk.’dan sonra voltaj degeri 150 V olarak ayarlanmistir. Akim degeri 350
A civarina ¢ekilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. U¢ adet Bio-Rad™ Criterion Cell’in baglanmas1 ve kasetlere voltaj

uygulanmasi.
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Bromfenol mavisinin jelde diizenli bir sekilde asagiya dogru ilerlemesi takip edilmistir.
[lerlemenin jelin altina gelmesi ile SDS-PAGE siireci yaklagik 2 saat siirede

tamamlanmustir.

Jeller kasetlerinden hassas sekilde jel kaziyici araciligiyla ¢ikarilarak, distile su ile hasar
gormeyecek sekilde; daha sonra %10 metanol ve %7 asetik asit igeren ¢ozeltiyle tekrar

yikanarak 24 saat siireyle inkiibe edilmistir.

Imaj goriintiileme amaciyla, 24 saat sonra 20 mL SYPRO Ruby protein jel boyama
cozeltisi yiizeyi kaplayacak sekilde jellerin iizerine ilave edilmis ve jellerin bulundugu
kaplar aliiminyum folyoyla sarilarak orbital karistirict iizerinde 48 saat beklemeye
alinmistir. Boyanan jellerin goriintiileri imaj goriintiileme cihazi ile fotograflar1 ¢ekilmek

suretiyle alinmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. ChemiDoc™ XRS+, Bio-Rad™ 1imaj Sistemi ile jellerin goriintiilerinin

alinmasi.

3.2.5. Jel Haritalamasi ve Proteinlerin Jelden Uzaklastirilmasi

Belirlenen jel haritasi, segilen imaj analiz programi olan PDQuest™ (v8.0.1) yazilimi ile
analiz  edilmistir.  Yazilimda  farklilasan  spotlarin  belirlenmesi  amaciyla
intensitesi(yogunlugu) en kiiciik, en biiylik ve en silik spot fiziksel olarak tespit edilmistir.
Belirlenen spotlar aracilig1 ile yazilim jel haritasinda tiim spotlart otomatik olarak

belirlemistir. Yazilim tarafindan belirlenemeyen spotlar fiziki olarak tespit edilmis olup;
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biitiin spotlar her bir jel i¢in eslestirildiginde intensiteleri grup (T ve C gruplari) iginde
%90 giiven seviyesinde olanlar ‘Grup 1°; gruplar arasindaki intensiteleri 2 kat
farklilasmis spotlar ‘Grup 2’; olusturulan bu her iki grubun kesisimindeki spotlar ise
‘Grup 3’ kiimesinde tanimlanmustir. ‘Grup3’ de tespit edilen tiim spotlar ve jel haritalar
g0z taramasiyla tekrar kontrol edilmistir. Sonug olarak kendi grup i¢inde %90 giiven
seviyesinde intensiteleri ortlisen; fakat gruplar arasinda 2 kat intensite farki olan spotlarin

konumlari belirlenmistir.

Laboratuvarimiz biinyesinde MALDI-TOF/TOF-MS cihazi bulunmamasi nedeniyle,
tespit edilen ve iki grup arasinda degisim gozlenen spotlarin jellerden yiiksek geri
kazanimla alinabilmesi i¢in ¢alismalarin bundaki sonraki kismi Kocaeli Universitesi, T1p
Fakiiltesi, Klinik Arastirmalar Birimi (KABI) Proteomik Laboratuvarinda hizmet alimi

aracilifiyla Dog. Dr. Giirler Akpinar’in katkilariyla gergeklestirilmistir.

En ¢ok farklilagan spotlar tespit edilerek MALDI-TOF/TOF MS’de analiz edilmek iizere
Bio-Rad™ EXQuest aracilifiyla hassas bir sekilde itinayla jellerden ayrilip,

eppendorflara yerlestirilmistir.

3.2.6. Secilen Proteinlerin Peptidlere Parcalanmasi
Kesilen protein spotlarin1 igeren tiipler, 96 delikli levhaya alimmistir. Protein
fraksiyonlarim1 MS’e hazirlamak amaciyla, Proteineer dp™ cihazina yerlestirildikten

sonra spotlar, 50 mM amonyum bikarbonat ¢ozeltisi ile yikanmustir (Sekil 3.8).

Proteinlerin yiikseltgenmesi amaciyla 10 mM DTT igeren 25 mM amonyum bikarbonatla;
proteinlerin alkali hale gelmesi amaciyla 55 mM IAA i¢eren S0 mM amonyum bikarbonat
cozeltisi ile tekrar yikanmistir. Spotlarin kuru azot altinda kurutulmasindan 6nce 50 mM
amonyum bikarbonat ¢dzeltisi ve asetonitril ile tekrar yikanmistir. 16 pg mL™? tripsin
igeren % 25 asetonitril/50 mM amonyum bikarbonat ¢6zeltisi spotlarin lizerine eklenmis
ve 37 °C’ de 5 saat inkiibe edilmistir. %0.5 TFA ¢ozeltisi eklenmesi amaciyla parcalanma
reaksiyonu duraklatilmis olup peptidlere ekstrasyon uygulanmis ve sonrasinda 15 dakika
santrifujlenmistir. 0.8 pL hazirlanan drnek ¢ozeltisi, 386 delikli OptiTOF™"ye alinarak
25°C’de kurutulmustur. 3 mg.mL™? a-ciyano-4-hidroksisinamik asit ¢ozeltisi icerecek
sekilde hazirlanan 0.8 pL’ lik MALDI ¢ozeltisi OptiTOF™"deki numunelere ilave
edildikten sonra 25°C’de kuruyana kadar bekletilmistir.
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Sekil 3.8. Proteineer dp™ Fraction Collector Cihazi, Brucker Daltonics.

3.2.7. Proteinlerin Tanimlanmasi
Hazirlanan numuneler, MALDI-TOF/TOF MS ile analiz edilmistir. MS cihaz
hizlandirma potansiyeli 25kV, MS/MS igin 1kV voltaj ve pozitif iyon modunda

calistirilarak spektrumlar alinmistir.

3.2.8. Tammmlanan Proteinlerin Literatiir ve Veribankas1 Aracihigiyla Kanserle
Mliskilendirilmesi

MALDI-TOF/TOF-MS’den alinan spektrumlar, GPS Explorer v4.9.2 araciligiyla
MASCOT v2.2.04 programina aktarilmis olup; NCBI (National Center of Biotechnology
Information) protein veri bankasinda spektrumlar i¢in tarama yapilmistir. Giiven seviyesi

%90 seviyesinde olasi1 proteinler tanimlanmaistir.
Yy p

Calismada, HEPG-2 kanser hiicre hatlar1 icin ACD nanopartikiillerinin etkilesim
mekanizmas1 ve seviyesi, peptid dizileme calismalari ve degisen protein yapilari ile

aydinlatilmaya caligilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Proteomik Calismalar

Bolim 3°de belirtildigi gibi hassasiyetle elde edilen jel goriintiilerinde ve jellerden
itinayla kesilerek alinan spotlarin incelenmesi sonucu farklilasan proteinlerin tespit
edilmesine ve sistematik hatalarin minimize edilmesine ¢alisilmistir. Optimum kosullarin

kalibrasyonu yapilarak deney protokolii olusturulmustur.

4.1.1. Hiicre Kiiltiirii Cahismalari

Boliim 3.1.2°de anlatildigi gibi hiicre kiiltiirii ¢calismalarindan elden edilen hiicreler

cogaltilarak C ve T gruplarma ayrilmigstir.

4.1.2. Numune Hazirlama ve Protein Miktar Tayini

Boliim 3.1.3’de anlatildig1 gibi sitozolik fraksiyonlar elde edilmistir. Protein miktar tayini
amaciyla, 10 mg/mL derisimdeki hazir satin alinan albiimin stok ¢6zeltisinden 0.05, 0.15,
0.25, 0.35, 0.5, 0.75 ve 1.5 mg/mL derisiminde 7 farkli ¢zelti toplam hacim en az 150
uL olacak sekilde uygun seyreltme oranlarinda seyreltilerek taze hazirlanmistir. Bio-
Rad™ oprotein assay’de hazir temin edilen derisik boya ¢ozeltisi seyreltilerek

kullanilmistir.

Numune c¢ozeltileri 1:16 oraninda standartla uyumlu ve uygulanan metoda gore
seyreltilerek analiz edilmis, kalibrasyon egrisine girecek miktarda ayarlanmistir (Sekil
4.1). Tim ol¢timler mikro plaka okuyucu spektrofotometre kullanilarak uygun dalga

boylarinda en az 3 tekrarl gerceklestirilmistir.

Bio-Rad™! Protein Miktar Tayini Kalibrasyon Egrisi
1

y=0615% + 0,249
0.8 R*=0,998

0.6 T T

0.4 e

Absorbans

0.2

0
0 0.2 04 0.6 0.8 1 12

Derisim (mg/mL)

Sekil 4.1. Bio-Rad™ protein miktar tayini kullanilarak olusturulan kalibrasyon egrisi.
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C ve T grubu i¢in elde edilen sitozolik fraksiyonlarda protein derisiminin 1.0 mg/mL’nin

tizerinde oldugu tespit edilmistir.

4.1.3. 2D Jel Elektroforez Sartlarinin Optimizasyonu
Elektroforez agamalarinin optimize edilebilmesi amaciyla asagida siralanan parametreler
belirlenerek optimum sartlar saglanmaya calisilmistir. Optimum kosullar asagida

belirtildigi sekilde bulunmustur:

* Yiiklenen protein miktar1 (200 pg)

* Proteinlerin ¢oktiiriilmesi (20 MM DTT, %10 (a/h) TCA igeren aseton ¢ozeltisi)

* Yiikleme tamponu (Hazir satin alinan ve hazirlanan)

+ Bio-Rad™ IPG serit pH aralig1 (5-8)

+ Indirgeyici alkilleyici ajan kombinasyonu (DTT-IAA)

+ SDS PAGE igin kullanilan hazir jeller (Bio-Rad™ Criterion XT jel 4-12% Bis-Tris
IPG)

* Boyama teknigi (hazir satin alinan SYPRO Ruby)

+ Goriintiileme kosullar1 (ChemiDoc™ image system’de jellerin en yiiksek kontrastta
en 1yi sekilde goriintiilenmesini saglamak i¢in yapilan caligmalar)

+ PDQuest™ 2D Analiz yazilim1 araciliiyla belirlenen en fazla sayida spotun iginden

en fazla degisim gosteren spotlari tespit edebilmek i¢in yazilim kosullarin saptanmasi.

4.1.4. imaj Analiz Calismalar

Boliim 3.2°de anlatildigy tizere jel haritalariin T ve C gruplar i¢in ¢ikarildiktan sonra
PDQuest™ yazilimma aktarilmasiyla farklilasan intensitelere sahip spotlarin
belirlenmesi saglanmistir. Yazilim va algoritmasi araciligiyla tiim gruplara ait jellerden
olusan sanal jele ait goriintli asagidadir.Analiz ¢alismalari, tiim gruplar i¢in Sekil 4.2°de
belirtilen dortgen alan igerisinde kalan spotlar i¢in yapilmistir. Yazilimda normalizasyon

yontemi olarak, lokal regresyon modeli se¢ilmistir.
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Sekil 4.2. HEPG-2 PDQuest™ yazilimi tarafindan olusturulan 432 spota ait sanal jel
goriintiistt (pH 5-8) (Goriintiileme ¢alismalarinda kullanilan jel mavi alan

icerisinde gosterilmistir).

Kontrol (C) gruplarinda sayica artan spot sayisina rastlanilmamistir. C ve T gruplarina ait

jel goriintiileri Sekil 4.3. ve Sekil 4.4°de verilmistir.
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Sekil 4.3. C grubu jel gortntiileri.
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Sekil 4.4. T grubu jel goriintiileri.
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PDQuest™ yazilim1 ile Boliim 3.2.5°de ifade edilen Grup 1, Grup 2, Grup 3 ve spot

sayilar1 Cizelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Belirlenen Spot Sayilari.

Numune Belirlenen
Grupl

Spot Sayisi

Amfifilik Siklodekstrin
Nanopartikiiller-HEPG-2
Karaciger Kanser Hiicre

Hatlar1

432 104 91 56

Tim spotlar her bir jel igin eslestirildiginde intensiteleri grup (T ve C gruplari) iginde
%90 giiven seviyesinde olanlar ‘Grup 1° 104 spot; gruplar arasindaki intensiteleri 2 kat
farklilagmis spotlar ‘Grup 2’ 91 spot belirlenirken; olusturulan bu her iki grubun
kesisimindeki spotlar ise ‘Grup 3’ kiimesinde 56 adet spot belirlenmistir. ‘Grup 3’ de
tespit edilen tiim spotlar ve jel haritalar1 géz taramasiyla, hassasiyetle tekrar kontrol
edilmistir. GOz taramasi yapildiginda jel iizerindeki silik olan spotlarin ¢ikarilmasiyla
Grup 3’deki spot sayis1 12’ye inmistir. Belirlenen 12 spottan 5 spota ait karakterizasyon
saglanamadig i¢in geriye kalan 7 spot (sadece T grubunda miktari azalan) {izerinden
PBO kodlu ACD nanopartikiilin HEPG-2 karaciger hiicre hatt1 iizerine etkisi bu tez
calismasi kapsaminda degerlendirilmistir. Kendi grubu ig¢inde %90 giiven seviyesinde
intensiteleri benzesen; fakat gruplar arasinda 2 kat intensite farki olan 7 spota ait bulgular

asagida sunulmustur.

Grup spot sayilarnin, PDQuest™ yaziliminca ve gz taramasiyla belirlenen spot

sayilarina gore karsilastirmasi Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Belirlenen ve Gruplandirilan Spot Sayilarmin Karsilastirilmast.

Grup 1 104 432

Grup2 F 432
Grup 3 F 432

=

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

B Belirlenen Spot Sayisi B Gruplandinlan Spotlarn Sayisi

Yazilimin analiz ayarlarinin bir goriintiisii Sekil 4.5’de gosterilmistir.

4 Analysis Set Template - 2ERZ2001HEPG2 (Experiment) |8 Analysis Set Template - 2ERZ2001HEPG2 (Experiment) X
Mame [Growp2
Mame [Groupt]
Deeseription |
Description | 5
 Opt
Compar [CJEstimate missing spots (] Estimate saturated spots
(& Repl. Gels & |CDntrD\ j [Include qualitative changes Min. fold over background |8.0
" Classes B [Treated - - Comp:
O Gels 4 [Control -
[ Mark spats 5 | =]
~Method o p @ Repl Gels B [Treated | Mok
@ Stucent's tiest ISl [ Hide e sets o~ Closas BMark spats 3¢
O ElvEs i £ teratively remave insignificant spots - (MREES ey actes
Mark spots an
¢ Mannwhitnep Signed-Rark Test e i P | Mark spots on
aster gel
£+ Wieoon Paired Sarple Test. Pait MBI | 4 1l oot to e sze ifrences €  Above upper it > Master gel
O Operand geke i ¢ Operand gels
O Partial Least Squares R > Below lower limic
og transfom Table
Oltes @ All gels " Between limits @ Al gels
y @ Outside fts | feaao 2.00 (+2.0 fold)
Significanc o © Outside fmks (20fkd) | gpoy
Levells) @90 %5 ©% 0B | — [Window lzbels EWindow labels
[155P number
[J55F number ot
Format 10
Spot count |91
Spot count 104 @ Histoglam | 8 F 0.50 (-2.0 foid)
~Class il ™ Scatterplat
e A and B classes diferent [0 = No, 50 = Unlicely, 100 = Yes]? [ Log seals A B
NO YES Upper limit J' 200
Lower limit 0} [050  [g=1/upper
(¥ _swe ) (X _Corn J(@_riep ] e e )

@ Analysis Set Template - 2ERZ2001HEPGZ (Experiment) =

M arne | Group3

Crezcription |

Compare [X]Mark spots ¢

A T-Test Control vs Treated (104 spots) Add set [1Hide other sets

B Quant Control vs Treated (91 spots)

Fiemowve set ~Mark spots on

(™ Master gel

(™ Operand gels
Method Al gels

() = In A and not in B (I) (= Intersection rShow

[1'window labels

C) > Maotind andin B - ™ Union [155F rumber
Format
o £ Inonly & or only in B

Spot count |56

[\/ Save ] [x Cancel ][ﬁ Help ]

Sekil 4.5. HEPG-2 kanser hiicre hatlarina ait nicel anlamda farklilasan Spotlarin

tespitinde gruplarin olusturulmasi ve yazilima ait analiz ayarlarinin goriiniimdi.
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Analiz setinde, numerik (siirekli) degiskenlerin ya da gruplarin arasinda istatistiki olarak
anlamli bir fark olup olmadigini test etmek veya gézlemlenen ortalama degerin varsayilan
ya da 6ngoriilen (ya da Onceki arastirmalarda bulunan) degerden farkli olup olmadiginm

tespit etmek i¢in kullanilan Student t-testi metodu tercih edilmistir.
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Sekil 4.6. PDQuest™ yazilimiyla ve goz taramas: ile sanal(master) jelde belirlenen tiim

spotlarin haritalanmasi.

Calismada, jeller lizerinde farklilasan 7 adet spot secilerek; 402, 1602, 2502, 3503, 4804,
5802 ve 8406 numarali spotlar analiz edilmistir. Boliim 3.2.8’de ifade edildigi lizere
pozitif iyon modunda bulunan MALDI-TOF/TOF-MSanalizi ile peptidler analiz edilmis
ve peptid dizileme ¢aligsmalariyla proteinler tanimlanmustir. Spotlara ait odaklanilmus jel
goriintiileri Sekil 4.6’de verilmistir. Belirlenen 432 spotun genel goriintiilerine ait
basliklarin renkleri, beyaz sanal (master) jel goriintiisiinii, kirmizi C gruplarini ve yesil T

gruplarini ifade etmektedir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Belirlenen 432 spotun tiim gruplardaki genel goriintiileri.

Elde edilen Sekil 4.8. ile Sekil 4.14. arasindaki jel gorintiileri, olusturulan C ve T

gruplarina ait jellerdeki belirlenen her bir spotun konumunu géstermektedir.
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Sekil 4.8. HEPG-2 hiicre hatti igin 402 numarali spotun tiim gruplardaki goriintiileri.
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Sekil 4.10. HEPG-2 hiicre hatti i¢in 2502 numarali spotun tiim gruplardaki goriintiileri.
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Sekil 4.11. HEPG-2 hiicre hatti i¢in 3503 numarali sSpotun tiim gruplardaki goriintiileri.
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Sekil 4.12. HEPG-2 hiicre hatt1 i¢in 4804 numarali spotun tiim gruplardaki goriintiileri.
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Sekil 4.14. HEPG-2 hiicre hatt1 igin 8406 numarali spotun tiim gruplardaki goriintiileri.
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Sekil 4.15 ile Sekil 4.21 aras1 verilen goriintiiler, HEPG-2 hiicre hatt1 i¢in belirlenen

spotlarin herbirinin jel tizerindeki konumunu gostermektedir.
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Sekil 4.15. HEPG-2 hiicre hatt1 i¢in 402 numaral1 spot.
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Sekil 4.16. HEPG-2 hiicre hatt1 i¢in 1602 numaral1 spot.
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Sekil 4.17. HEPG-2 hiicre hatt1 i¢in 2502 numaral1 spot.
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Sekil 4.18. HEPG-2 hiicre hatti i¢in 3503 numarali spot.
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Sekil 4.19. HEPG-2 hiicre hatt1 i¢in 4804 numaral1 spot.
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Sekil 4.20. HEPG-2 hiicre hatti i¢in 5802 numaral1 spot.
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Sekil 4.21. HEPG-2 hiicre hatti i¢in 8406 numarali spot.
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PDQuest™ yazilim1 ve gz taramasiyla belirlenen spotlarin intensiteleri Cizelge 4.3’de

verilmisgtir.

Cizelge 4.3. PDQuest™ Yazilimi ve Géz Taramasiyla ile Elde Edilen Spotlarin Intensite
Degerleri.

GRUPLARDAKI SPOTLARIN INTENSITE DEGERLERI

402 2.527.461 |2.052.843 |1.823.842 |2.134.715 |1.476.769 | 341.355 | 483.413 | 767.179 |2.80 |0.40

1602 | 5.988.184 |7.645.811 |4.336.986 [5.990.327 (2.067.407 |2.860.462 |2.911.876 |2.613.248 (2.30 |0.40
2502 | 2.010.606 |2.084.889 (3.127.150 |2.407.548 | 454.178 |1.051.170 (1.070.134 | 858.494 (2.80 |0.40
3503 | 2.023.292 |1.479.979 (2.063.594 |1.855.622 | 397.050 |1.182.932 (1.071.609 | 883.863 (2.10 |0.50
4804 | 2.789.358 |2.565.970 |4.277.254 |3.210.861 |1.173.169 |1.694.703 [1.706.300 |1.524.724 |2.10 [0.50
5802 862.856 826.131 | 658.047 | 782.345 | 119.634 | 264.545 | 527.272 | 303.817 |(2.60 |0.40
8406 547.529 700.796 | 484.281 | 577.535 |281.290 | 181.749 | 246.316 | 236.452 |(2.40 |0.40

Analiz amaciyla belirlenen spotlardaki proteinlerin tanimlanmasi saglanmistir (Cizelge

4.4).

Cizelge 4.4. HEPG-2 Kanser Hiicre Hatt1 icin Tanimlanan Proteinler Dizini.

Spot Proteinlere ait . .
P rotetmiere ai Organizma Protein
Numarasi Ic/IT Oranlary?
402 2.80 Homo Sapiens PRDX2 Peroxiredoxin-2
T-complex protein 1
1602 2.30 Homo Sapiens CCT2 P ) P
subunit beta
. 40S ribosomal protein
2502 2.80 Homo Sapiens RPSA
SA
3503 2.10 Homo Sapiens TUBA1B Tubulin alpha-1B
Heterogeneous nuclear
4804 2.10 Homo Sapiens hnRNP-F ribonucleoprotein-F

(human)

Cytochrome b-c1
5802 2.60 Homo Sapiens UQCRC1 complex subunit 1,
mitochondria

8406 2,40 Homo Sapiens ALB Serum albumin

2 Protein spotlarinin intensitelerinin oranlar1 (Ic: kontrol grubu intensiteleri, I+: amfifilik siklodekstrinlerle

etkilesmis olan gruplarin intensitesi).
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5. TARTISMA ve SONUC

Cagimizin en biiyiik hastalik gruplarindan biri olan kansere proaktif ¢oziimler yeterli
olmamakta; her gecen yil kanserli vaka sayisi artmaktadir. Kanserin tedavisinde;
radyasyon terapisi, kemoterapi, cerrahi, immiinoterapi, hedeflenmis terapi, hormon
tedavisi, kok hiicre transplantasyonu ve kisisel ya da hassas ila¢ tedavileri

kullanilmaktadir [120]. Bu tedavi yontemleri, birlikte de uygulanabilmektedir [121].

Kanser tedavisinde yukarida sayilan tedavi yontemlerinin, hastaligin tedavisinde,
hedeflenen asamaya gelememesi, arastirmacilar1 yeni arayislara yonlendirmektedir. Bu
calismalara Ayse Ercan ve ark. ACD nanopartikiillerin kanser hiicre hatlar1 arasindaki

etkilerini aragtirdig1 ¢alismalar 6rnek gosterilebilir [18, 47, 142].

ACD nanopartikiillerinin farkli kanser ¢esitlerine gosterecegi etki mekanizmalar1 ve bu
mekanizmalarimin  aydinlatmasi, tez c¢alismamizin olusumunda Onemli ¢ikis
noktalardan biri olarak goriilebilir. Oliimciil kanser tiirlerinden biri olan, HEPG-2
karaciger kanseri hiicre hatlarindaki mekanizmanin incelenmesindeki asil amag, tizerinde
cok az c¢alisma yapilmis olan bu konu hakkinda yeni yontemler bulunmasinin

saglanmasidir.

5.1. Proteomik Calismalar ve Optimizasyon Siirecleri

Calismamizda, HEPG-2 karaciger kanserli hiicre hatlarindaki proteinler 2D elektroforez
yontemi yardimiyla ayrilarak MALDI-TOF/TOF-MS ile proteinlerin nitel analizleri
yapilmistir. Intensiteleri diisiik ve yiiksek diizeyde tespit edilen proteinler bulunmaya
calistlmistir [122]. T ve C gruplarinin karsilastirildigi  karsilastirmali  proteomik
calismamizda, liger tekrarli analiz yapilmis; analiz sonucunda %90 giiven seviyesinde
eslestirilen spotlar istatistiki olarak, sistemin tekrarlanabilirligi bakimindan kesinlik
kavrami ile degerlendirilmistir. C ve T gruplarindaki spot sayilar1 beklenildigi gibi ayni
¢ikmistir. Deney sirasinda kullanilan ekipman kalibrasyonlarinin yapilmasi ve deney
parametrelerinin dogru tercih edilmesi biiyilk 6nem arz etmektedir. Bu nedenle, jel

goriintiisii tizerinde olusabilecek bazi sorunlari soyle 6zetleyebiliriz [123]:
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e Dikey lekelenme,

©)

O

O

Asir1 protein yiiklemesi (Sekil 5.1),

Kontamine olan tuzlar, iyonik deterjanlar (SDS) (Sekil 5.2),

Optimize edilmemis IEF; IEF kosullarinda, yiikleme tamponunun ve numune
miktarinin odaklama tizerindeki etkisi (Sekil 5.3),

DTT eksikligi (Sekil 5.4),

Yetersiz rehidrasyon ¢ozeltisi (Sekil 5.5).

e Yatay lekelenme,

o

o

o

Protein toplanmasi ya da ¢okmesi (Sekil 5.6),

Eski IAA kullanimi (Sekil 5.7),

IPG serit ve ikinci boyut jel arasinda sikisan hava kabarciklari (Sekil 5.8),

Dikey elektroforez iinitesinin {ist tampon haznesinin (katot) sizmasi, Eski DTT ve
IAA kullanimi (Sekil 5.9),

Karigan maddeler; rehidrasyon / numune ¢ozeltisinde safsizliklar (Sekil 5.10).

e Diizensiz spot bigimleri

o

o

o

Karisan maddeler; rehidrasyon / numune ¢6zeltisinde safsizliklar (Sekil 5.10),
SDS jelin esit polimerize olmamasi ya da jel kasetinden sizmasi (Sekil 5.11),
Proteoliz, eski reajan kullanimi ya da elektroforez boyunca biiyiik proteinlerin
ikinci boyut jele girememesi (Sekil 5.12),

IPG seritlerin jele diizensiz yerlestirilmesi, elektroforez siirecinde sicakligin
artmasi, polipeptidlerin yeterince indirgenememesi, eski reajan kullanimi (Sekil
5.13),

Yetersiz temizleme/yikama asamalar (Sekil 5.14),
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Sekil 5.2. Kontaminantlar (tuzlar, iyonik deterjanlar) sonucu olusan jel gériintiileri®.

%Bu ¢aligmada; Bio-Rad™ Kkitlerinin kullanilmasi nedeniyle 2-D Gel Electrophoresis Troubleshooting

goriintiileri Bio-Rad™ web sitesinden elde edilmistir.
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Sekil 5.3. Optimize edilmemis IEF sonucu olusan jel goriintiileri®.

Sekil 5.4. DTT eksikligi sonucu olusan jel goriintiisii.
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Sekil 5.5. Yetersiz rehidrasyon ¢ozeltisi sonucu olusan jel goriintiisii®.

Sekil 5.6. Protein toplanmas1 ya da ¢okmesi sonucu olusan jel goriintiisii®.



Sekil 5.7. Eski lyodoasetamid (IAA) kullanim1 sonucu olusan jel goriintiisii®,

Sekil 5.8. IPG serit ve ikinci boyut jel arasinda sikisan hava kabarciklar1 sonucu olusan

jel goriintiisii®.
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R <. e
Sekil 5.9. Dikey elektroforez iinitesinin iist tampon haznesinin (katot) sizmasi sonucu

olusan jel goriintiisii®.

Sekil 5.10. Karigan maddeler; rehidrasyon / numune ¢ozeltisinde safsizliklar sonucu

olusan (kirmizi kare iginde kalan alan) jel goriintiisii®.
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Sekil 5.11. SDS jelin esit polimerize olmamast ya da jel kasetinden sizmasi sonucu

olusan(kirmiz1 daire icinde kalan alan) jel gériintiisii®.

Sekil 5.12. Proteoliz, eski reajan kullanim1 ya da elektroforez boyunca biiyiik proteinlerin
ikinci boyut jele girememesi sonucu olusan jel gériintiileri® (kirmizi daireler

icinde kalan alanlar).
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Sekil 5.13. IPG seritlerin jele diizensiz yerlestirilmesi, elektroforez siirecinde sicakligin
artmasi, polipeptidlerin yeterince indirgenememesi, eski reajan kullanimi

Sonucu Olusan Jel Gériintiisii® (kirmizi daireler iginde kalan alanlar).

Sekil 5.14. Yetersiz temizleme/yikama siirecleri sonrasi sonucu olusan jel goriintiisii.

Numune hazirlanmasinda, istenmeyen bilesenlerin ayrilmasi, deneylerde dezavantaj
yaratabilecek bilesiklerin ¢oktiiriilmesi amaciyla 20 mM DTT, %10 (a/h) TCA igeren
aseton ¢ozeltisi kullanilmigtir. Ticari olarak satilan kitlere gore avantaj saglamadigi
caligmalarda belirtilmistir [65]. Kullanilacak jellerin ve jel kasetlerinin ise istatistiki
kesinlik parametresi goz ontine alinarak ve raf mrii nedeniyle hazir olarak temin edilmesi

tercih edilmistir.
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Calismada, ticari olarak mevcut iki hazir jel olan Criterion TGX ve Criterion XT’ den
ikincisi daha keskin spot goriintiisii eldesi ve drneklerinin ¢ok sayida olmasi nedeniyle
tercih edilmistir. Criterion TGX’in daha yeni bir yap1 olmasi ve SDS-PAGE ayriminda

daha hizl1 oldugu diisiiniilmesi ¢calismada avantaj saglamayacagi i¢in tercih edilmemistir.

5.2. Elektroforez Kosullarinin Uygun Hale Getirilmesi
Proteinlerin IPG seritlere yiiklenmesi ve IEF islemleri sirasinda yiikleme tamponu olarak

8 M iire, %2 CHAPS, 50 mM DTT, %0.2 Bio-Lyte 3/10 amfolit, 0.001% bromofenol
mavisi ile hazirlanmistir. Yiikkleme tamponunda, tribiitilfosfin (TBP) yerine DTT tercih
edilmesinin nedeni; Bolim 5.1°de belirtildigi iizere IEF asamasinda jel goriintiileri
lizerinde yatay ve dikey cizgilerin olusmasina neden olmasidir (Sekil 5.3). Onceki
caligmalarimizda, proteinlerin pH 3-10 araliginda olan ticari IPG serit iizerinde pH 4-7
araliginda olan bolgelerde toplanmasi nedeniyle ve daha net odaklanilmis imaj analizinin

yapilabilmesi amaciyla ticari IPG seritlerde pH 5-8 araliginda olanlar tercih edilmistir.

5.3. Imaj Analiz Cahsmalari ve Degerlendirilmesi
SDS-PAGE ayirimi sonrasi proteinler Bolim 3.2.4’de anlatildigi gibi SYPRO Ruby

protein jel boyasit ile boyanmistir. Jellerdeki farklilasanspotlar belirlenmistir.
ChemiDoc™ XRS+, Bio-Rad™ Imaj Sistemi ile goriintiileri alinmistir. Ticari olarak
bulunan tarayici seklindeki sistemler, jel yapisina zarar verebilmesi ihtimali nedeniyle
tercih edilmemistir. Ayrica; elde edilen goriintiilerde kontrast iyilestirmesine gidilerek
spotlar daha belirgin hale getirilmistir. imaj analiz ¢alismalari igin hazirlanan jeller imaj
analiz programi olan PDQuest™ (v8.0.1) yazilimi ile B6liim 3.2.5°de anlatildig1 sekilde
analiz edilmistir. Tiim grup jellerindeki spotlar, teker teker eslestirilmistir. Yazilim
araciligiyla, farklilasan spotlar icin istatistiki gruplar (Grup 1, Grup 2, Grup 3)
olusturulmustur. Bolim 3.2.5’de belirtildigi iizere MS analizi i¢in Grup 1 ve Grup 2
spotlarinin kesisiminde yer alan spotlardan Grup 3’e ait spotlar belirlenmistir. Bu spotlara

ait PDQuest™ yazilim araciligryla belirledigimiz ‘yogunluk X alan’ grafigi Sekil 5.15.’de

verilmistir.
2527461 7645811 3127150 2063594 4277254 862856 700795
Norm Norm Norm Norm Norm Norm Nerm
| INT*Area | INT*Area | | INT=Area | INT*Area | | INT*Area | INT#Area | INT=Area
Ll 1l 1l | 1l | 1| | 1
S3P 0402 S5P 1602 ssP 2502 SSP 3503 S5P 4804 SSP 5802 S5P 8406

Sekil 5.15. Secilen 7 Spota ait ‘intensite x alan’ degerlerine ait ¢ubuk grafikler (C
gruplar1 kirmizi, T gruplar1 yesil olarak belirtilmistir).
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5.4. Proteinlerin Tanimlanmasi

En ¢ok farklilasan 7 spot MALDI-TOF/TOF-MS ile analiz edilerek veribankalart
(MASCOT v2.2.04, NCBI Protein Bankasi) vasitasiyla tanimlanmistir. Tanimlanan tim
proteinlerin (402, 1602, 2502, 3503, 4804, 5802, 8406) Homo-Sapiens tiirline ait olan
proteinler oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.4.). Elde edilen sonuglar, ayni zamanda

calismamizda olusabilecek tiim sorunlarin miniminize edildiginin bir gostergesidir.

5.5. Proteomik Sonuc¢larin Degerlendirilmesi

Kanserli hatlarda gerceklesen fizyolojik degisimlere neden olan mekanizmalarin
molekiiler diizeyde aydinlatilmasi amaciyla gergeklestirilen ¢alismamizda, HEPG-2
kanser hiicre hatlartyla ACD’lerin etkilesiminin saglanmasi sonucunda nicel olarak diisiik
miktarda ifade edilen proteinlerin tanimlanmasi saglanmistir. Etkilesimin, hiicre
hatlarinda veya hiicre dongiisiinde meydana getirdigi fizyolojik degisimler nedeniyle
proteinlere ait intensite degerlerinin degisimleri (Cizelge 4.3.) deneysel olarak

gbzlenmistir. Nicel olarak en ¢ok farklilasan proteinler Cizelge 4.4’de tanimlanmustir.

Kanserli hiicrelerde, hiicre dongiisii siirecinde olusan hizli proliferasyonlarin ACD’ler ile
etkilesimi sonrasi azaldigi gézlemlenmistir. Asagida belirtilen bazi protein isimleri

orijinal isimleri ile verilmistir.

Peroksiredoksin-2

Peroksiredoksin-2 (Uniport 1D:P32119), hidrojen peroksit ve organik hidroperoksitlerin
sirastyla su ve alkollere indirgenmesini katalizleyen tiyol-spesifik peroksidazdir.
Peroksitleri detoksifiye ederek ve hidrojen peroksit aracili sinyalizasyon olaylarinin
sensorili olarak oksidatif strese karsi hiicre korumasinda rol oynar. Hidrojen peroksitin
hiicre i¢i konsantrasyonlarini diizenleyerek biiytime faktorleri ve tiimor nekroz faktor-alfa

sinyalizasyon dongiilerine katilabilirler.

Peroksiredoksin-2, HEPG-2 kanser hiicre hatlarinda diisiik miktarda ifade edilmistir.
Kolon kanserinde ilgili proteinin nicel olarak diisiik miktarda olmasinin hiicrede apoptoz
meydana getirdigi bildirilmistir [124, 125]. Kanser hiicrelerinin, koruma amagl oksidatif

strese kars1 tepki gostermesi beklenir.

Tez c¢alismamizda, kanser hiicreleri iizerinde fizyolojik olarak apoptoz oldugu
sOylenebilir ve diisiik miktarda ifade edilen proteinin, nanopartikiillerle etkilesim sonrast

nicel olarak azalmasinin nedeni olarak gosterilebilir.
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T-kompleks protein 1 subunit beta

T-kompleks protein 1 subunit beta (Uniport ID:P78371), ATP hidrolizinde proteinlerin
katlanmasii destekleyen bir molekiiler saperon kompleksi ve saperonin igeren T-
kompleksi  (TRiC) bilesenidir [126]. TRIC  kompleksi; aktin, tubulin,
WRAP53/TCAB1'in katlanmasina aracilik eder, boylece telomer onarimini, korunmasini

diizenler.

Tez calismasinda, T-kompleks protein 1 subunit beta, HEPG-2 kanser hiicre hatlarinda
diisik miktarda ifade edilmistir. Kolorektal kanserlerinde saperonin T-kompleks
proteinlerinin yiiksek miktarlarda oldugu gosterilmistir [127]. Bu nedenle, kanser
hiicrelerinin fizyolojik olarak apoptoza ugradigi sdylenebilir ve diisiik miktarda ifade
edilen proteinin nicel olarak azalmasinin, ACD’lerin fizyolojik hiicre mekanizmalariyla

kanser hiicrelerinin proliferasyonunun 6énlenmesine neden oldugu sdylenebilir.

40S ribosomal protein SA

Ilgili protein (Uniport ID:P08865), 40S ribozomal alt birimin olusumu veya stabilitesi
icin gereklidir. 40S ribozomal alt birimlerinin 20S rRNA ve 18S rRNA olgunlasmasi
asamasinda gereklidir. Ayrica laminin i¢in bir hiicre ylizeyi reseptorii olarak islev goriir.
Bazal membrana hiicre adezyonunda ve sinyalleme transdiiksiyon yollarinin miiteakip
aktivasyonunda rol oynar. Kisaca; hiicrenin ve hiicre dongiisiiniin gelecegini belirleme ve

doku morfojenezinde rol oynayabilir [128].

Tez ¢alismasinda, 40S ribosomal protein SA, HEPG-2 kanser hiicre hatlarinda diisiik
miktarda ifade edilmistir. Kanserli hiicrelerdeki ilgili proteinin, nanopartikiillerle

etkilesim sonrasi, fizyolojik degisimlerle nicel olarak azaldig1 s6ylenebilir.

Tubulin alfa-1B

Bu protein (Uniport ID:P68363), kiiresel protein olan mikrotiibiillerin ana bileseni olarak;
biri beta zincirindeki degistirilebilir bolgede ve alfa zincirinde degistirilemeyen bolgede
olmak tizere iki mol guanozin trifosfat (GTP)’yi baglar. Mikrotiibiiller birleserek giiclii

bir yap1 kurmasi nedeniyle, hiicrede iskelet gérevi goriir.

Mikrotiibiillerin iglevini etkileyen etken maddelerin en yaygin olanlar1 taksan (paklitaksel
ve yar1 yapay ¢esidi dosetaksel vb.) ve vina alkaloitleridir [129]. Bu tip etkin maddeler,
mikrotiibiillerin polimer yapisinin bozulmasini engelleyerek toplanmasini arttirmaktadir

[130]. Tibiilin, anti-kanser ilaglar1 i¢in 6nemli bir hedeftir [131]. Spesifik B-tubulin
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izotipinin anormal ekspresyonu, kati kanserlerde kemoterapotik tedaviye direngle
iliskilidir [132].

Tez ¢calismasinda, Tubulin alfa-1B, HEPG-2 kanser hiicre hatlarinda diisiik miktarda ifade
edilmistir. Ilgili proteinin azalmasi, ACD nanopartikiilllerin ile muamele sonucu
mikrotiiblillerin  kararliligini  bozarak mitoz boliinme asamalarindaki gegisleri
engelledigini ve dolayisiyla hiicre ¢ogalmasinin azaltildigr elde ettigimiz sonuglar
arasinda, arastiritlan amag¢ bakimindan en Onemli gostergelerden biridir. Kanserli
hiicrelerdeki ilgili proteinin, amfifilik siklodekstrin nanopartikiillerle etkilesim sonrast,

fizyolojik degisimlerle nicel olarak azaldig1 sGylenebilir.

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein-F

Bir diger protein hnRNP-F (Uniport ID:P52597), hiicre ¢ekirdegindeki pre-mRNA'lar ile
iliskilidir. Poliadenilasyon®, mRNA metabolizmasinin ve tasinmasinin diger ydnlerini
diizenler. Niikleer riboniikleoprotein komplekslerinin bir bilesenidir. hnRNP'ler heterojen
niikkleer RNA ile komplekslesen RNA baglayici proteinlerdir. Alternatif adhezyon
olaylarinin diizenlenmesinde rol oynar. Pre-mRNA'larda G-zengin sekanslar1 baglar ve
hedef RNA'yi agilmamis halde tutar [133]. Tez ¢alismasinda, hnRNP-F, ACD
nanopartikiilleri ile muamele sonucu HEPG-2 kanser hiicre hatlarinda diisiik miktarda

belirlenmistir. Kanserli hiicre hatlarinda yapilan ¢aligmalarda ilgili proteinin yliksek

miktarda bulundugunu bildirmektedir [134, 135].

“Poliadenilasyon, mRNA’ya poladenilil pargasinin kovalent bag ile eklenmesidir. Poliadenilasyon
DNA'nin RNA'ya yazilimi siirecinde ve sonrasinda meydana gelmektedir. Bir mRNA'nin birden ¢ok

poliadenilasyon tiirii olabilmektedir.
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Amfifilik siklodekstrin nanopartikiillerin tatbiki sonucu, hnRNP-F protein miktarinin
diisiik tanimlanmas1 nanopartikiillerin ilgili proteini hedeflediginin bir gostergesi olarak
diistintilebilir. Hedeflemenin sonucu olarak, MRNA metabolizmasi ve tasinmasi gibi

islevlerde rol oynayan hnRNP-F’yi etkileyebilecegi sdylenebilir.

Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mitochondrial

Bu protein (Uniport ID:P31930) mitokondriyal solunum zincirinin bir pargasi olan
ubiquinol-sitokrom c¢ rediiktaz kompleksinin (kompleks III veya sitokrom b-cl
kompleksi) bir bilesenidir. Bu protein, sitokromlar ¢ ve cl arasindaki kompleks
olusumuna aracilik edebilir. Ayrica; hiicresel solunum ve fotosentez i¢in gerekli olan

entegre bir zar protein kompleksidir [136].

Tez galismasinda, Cytochrome b-c1 complex subunit 1 proteini, ACD nanopartikiillleri

ile muamele sonucu HEPG-2 kanser hiicre hatlarinda diisiik miktarda belirlenmistir.

Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mitochondrial proteininin ayn1 zamanda gastrik
kanser cesitlerine karst potansiyel, tan1 amagli, biyomarker olarak kullanilabilecegi
bildirilmistir [137]. ACD nanopartikiilllerin etkilesimi sonrasi bu protein miktarinin
diisiik tanimlanmasi, nanopartikiillerin proteinin bulundugu hiicre hatlar1 {izerinde

apoptoza yol actig1 diisiliniilebilir.

Serum albumin, Human

Serum albumin (Uniport 1D:Q56G89), karaciger tarafindan firetilen, kan plazmasinda
bulunan ve kan damarlari ile dokular arasindaki ozmotik basincin korunmasina yardimci
olan bir proteindir. Serum albiimin kan plazmasindaki toplam proteinin yiizde 55'ine
yakinini olusturur [138]. Plazmada ¢ok bulunan bir protein olan albiimin, 6nemli
antioksidan aktiviteler sunar; molekiil, ¢oklu baglanma bélgeleri ve serbest radikal

yakalama ozellikleriyle etkili olur [139].

Viicutta, albiimin miktarinin azalmasi protein sentezinin aksadig1 ya da protein kaybinin
yasadig1 anlamina gelmektedir. Hepatit, siroz veya kanser gibi karaciger hastaliklari

serum albiimin diisiikliigiine sebep olur [140].

Tez c¢aligmasinda; serum albumin, ACD nanopartikiillleri ile muamele sonras1 HEPG-2

kanser hiicre hatlarinda diisiik miktarda belirlenmistir. Nanopartikiillerin proteinin
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bulundugu hiicre hatlar1 iizerinde apoptoza yol agtigi diisliniilebilir. Ayrica; ilgili
proteinin miktarindaki azalis direkt olarak kanserli hiicrelerin proliferasyonundaki azalig
ile iliskilendirilebilir. Karaciger kanseri gibi 6nemli rahatsizliklarda yeterince diisiik olan
serum albiimin miktarmin tedavi amagli ACD nanopartikiiliin tatbikinde miktar

bakimindan, uygulamada hassas olunmasi sonucuna varilabilir.

5.6. PBO kodlu ACD’nin HEPG-2 Hiicreleri Uzerine Etkisinin ‘Antikanser

Aktivite’ Acisindan Degerlendirilmesi

Calismamizda, etkin madde yiikklenmeden ilag tasiyici sistem olarak kullanildigi bilinen
ACD’lerin  kanser hiicrelerine karsi antiproliferatif etki gosterdiginin bilimsel
calismalarda belirtilmis olmasi, siirfaktanlar kullanilmadan spontan bir sekilde
nanopartikiil formu olugturmasi, ACD nanopartikiilleri ile antikanser etki
mekanizmasinin molekiiler diizeyde, hiicre hatlariyla ve hiicre yapisinda bulunan protein,
lipid kompleksleriyle nasil meydana geldigi ile ilgili calismalarin sinirlt olmasi nedeniyle
bu nanopartikiiller tercih edilmistir [141]. Ayrica; MB49, HeLa, MCF-7, HEPG-2 gibi
kanser hiicre hatlariyla ACD’lerin etkilesimi ile ilgili ¢aligmalar yapilmis olmasia
ragmen HEPG-2 kanser hiicre hatlar1 ile ACD’lerin etkilesimi sonucu protein ekspresyon
diizeyindeki farklilagmalarin belirlenmesi amaciyla proteomik calismalar bulunmamasi
nedeniyle ¢alismamiz 6zgiin ve yol gosterici olmustur (47). Ayrica; 1155456 nolu proje
kapsaminda, PBO kodlu siklodekstrinlerin HEPG-2 hiicreleri iizerinde zamana bagh
olarak etkili oldugu Sekil 5.16’da goriildiigii lizere mikroskop altinda gozlemlenmistir
[142].

Kontrol 24. saat 48. saat

Sekil 5.16. PBO kodlu siklodekstrinlerin uygulanmigs HEPG-2 kanser hiicrelerinin 1g1k

mikroskobu altindaki zamanla degisen goriintiileri.
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Calismamizda elde edilen sonuglar dogrultusunda PBO kodlu siklodekstrinlerin HEPG-
2 hiicreleri tizerinde sitotoksisiteyi doza ve zamana bagli olarak tetikledigi gosterilmistir.
Yapilan proteomik analizler sonucunda peroksiredoksin-2, 40S ribozomal SA protein,
Cytochrome b-c1 complex, hnRNP-F, Tubulin alpha-1B gibi proteinlerin seviyelerinde
degisiklik gozlemlenmistir (Cizelge 4.4). Seviyeleri degisen bu proteinlerin
mitokondriyel yolaklarda gorev almasi mitokondri fonksiyonunun biyokimyasal olarak
degerlendirilmesini gerektirmistir. Bu dogrultuda, PBO kodlu siklodekstrinlerin HEPG-
2 hiicrelerinde antikanser aktivitesini mitokondriyel yolagi tetikleyerek hiicre 6liimiinii

kaspazlar iizerinden kontrol ettigini ve hiicreyi apoptoza yonlendirdigini gostermistir.

Sonug olarak; ilag tagiyici sistem olarak kullanilan, hem hidrofobik hem hidrofilik 6zellik
tagiyan CD’ler tek basina da kanseri baskilayict 6zellik gostermektedir. Bu tez ¢alismasi
ile ilk kez bu etki molekiiler yolak analizleriyle gbzler 6niine serilmistir. Bundan sonraki
calismalarda, ila¢ yliklenmis ACD’lerle yapilan kanser tedavilerinde, ACD’lerin kanser
hiicresi lizerine etkisi de goz ard1 edilmemelidir. Hatta, ilag molekiilii ile birlikte ACD’nin
sinerjik etkisi ayrica degerlendirilebilir. Dolayisiyla olumlu sonuglanmis olan bu tez
calismasi, ACD’lerin ila¢ yiiklii formlarinin ve tek bagina kanser ilaglarinin, kanserli
hiicrelere olan etkisinin karsilastirilmali olarak degerlendirilmesi ile ilgili yeni bir soruya

cevap aranmasi gerektigi gostermektedir.
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