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Amag  Birgok hastaligin ve kanserlerin biyolojik mekanizmalarinin incelenmesinde yaygin olarak kullanilan proteomik yaklagimlar, hastalik siirecinin izlenmesinde,
biyobelirteglerin ve potansiyel terapétik hedeflerin tanimlanmasinda kullanilagelmektedir. Proteomik alaninda kullanilan biyolojik 6rnekler arasinda serum gibi biyolojik
sivilar ve doku gibi kati 6rnekler sayilabilir. Bu baglamda analiz edilen doku 6rneklerinin kalitesi, 5rnegin alindigi bolgenin dogrulugu ve hatta 6rnegin alinmasindan sonra
proteomik arastirma laboratuarina ulagincaya kadar gegen siire gibi pre-analitik siiregler ¢ok 6nemlidir. Biz bu ¢alismamizda, tiimér dokusu igerisinde iki farkli bélgeden
alinan o6rneklerin ¢oziiniir proteom profillerini karsilagtirmay ve varsa tiimor heterojenitesini gostermeyi amagladik.

Geregve  Cushing sendromu tanusi ile opere edilen bir hastanin adrenokortikal timér dokusunun iki farkli bolgesinden (adenoma ve adenoma igi) ve saglikli dokusundan elde edilen
Yontemler  proteinler 2DE yontemi ile ayristirilarak karsilagtirmali analize tabi tutulmustur. Ornekler arasinda regiilasyon diizeyinde farklilik goriilen protein sayisi belirlenmis ve
jellerden kesilerek MALDI-TOF/TOF kiitle spektrometresi aracihg ile tanimlanmugtir.

Bulgular  Kontrol dokusuna gore adenom bélgesinde 17 protein, adenom ii bolgede ise 13 proteinin seviyelerinde regiilasyon tespit edilmistir. Bu proteinler ¢ogu enerji
metabolizmasi, hiicre iskeleti organizasyonu ve hiicresel stres ile iliskili proteinlerdir.

Sonu¢  Bu ¢alisma tiimér dokusu igerisinde 6rnegin alindigi bélgenin proteom profilini ne 6lgiide etkiledigini gostermistir. Timor dokusundan iki farkli bolgeden aldigimiz
érneklerde daha gok enerji metabolizmas ile iligkili proteinler olmak iizere bazi proteinlerin ifadelerinde ciddi farklihiklar gériilmiistiir. Bu durum ozellikle biyobelirteg
arayiglarinin oldugu ¢alismalarda proteomik bulgularinin yorumlanmasinda dikkat edilmesi gerektigi ve proteomik ¢alismalarinda 6rnek sayisinin miimkiin oldugunca
fazla tutulmasi gerektigini vurgulamaktadir.

Anahtar  Cushing sendromu; tiimor heterojenitesi; proteomiks.
Kelimeler

Abstract

Objective  Proteomic approaches, have been used in monitoring the disease processes and identification of biomarkers. Biological samples used in the field of proteomics include biological fluids and solid
samples. In this context, pre-analytical processes e.g., tissue sample quality, sampling site accuracy and sample transfer time to the site of proteomic laboratory are very important. In this study,
the proteome profiles of samples taken from two different regions within a tumor tissue were compared to show tumor heterogeneity.

Materials  Proteins obtained from two different regions of adrenocortical tumor tissue (adenoma and intra-adenoma) and healthy tissue of a patient who was operated on with the diagnosis of Cushing’s
and Methods  syndrome were separated by 2DE and subjected to comparative analysis. The number of differentially regulated proteins among the samples was determined and identified by MALDI-TOF/
TOF mass spectrometry.

Results ~ Seventeen and thirteen proteins were differentially regulated in the adenoma and intra adenoma regions compared to the control tissue, respectively. These proteins mostly associated with

energy bolism, cytoskeletal organization, and cellular stress.

Conclusion  This study showed to what extent the sample area in the tumor tissue affects the proteome profile. The samples taken from two different regions of a same tumor tissue displayed serious diffe-
rences in the expressions of some proteins, mostly those associated with energy metabolism. This highlights the need to be careful in interpreting proteomic findings, especially in studies where
biomarkers are sought. To minimize sample variation, as many samples as possible should be studied in proteomic studies.

Keywords  Cushing syndrome; tumor heterogeneity; proteomics.
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GIRiS
2002 yilinda insan genom dizisinin ¢ikartilmasindan bu
yana hastaliklarin etiyolojisine tiim cevaplari saglayama-
yacag anlasilmis ve dikkatler genomumuz tarafindan ifade
edilen proteinlerdeki degisikliklerin arastirilmasina ¢evril-
mistir.! Omik yaklagimlar: (genomik, epigenomik, trans-
kriptomik, proteomik ve metabolomik) icerisinde hizla
biyliyen bir aragtirma alani olarak karsimiza ¢ikan “pro-
teomik’, bir hiicre, doku veya organizmaya ait tim protein
iceriginin, belirli bir proteinin varligi veya yoklugunun ve
post-translasyonel degisikliklerin analizini ifade etmek-
tedir."* Proteinler, hiicrelerde molekiiler mekanizmalarin
aktif oyuncular1 olan gen iiriinlerini temsil ettikleri i¢in
proteomik yaklagimlar genomik yaklagimlar: tamamlayi-
c niteliktedir.? Proteomik yaklasimlar, bir¢ok hastaligin
ve Ozellikle kanserlerin biyolojik mekanizmalarini incele-
mek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir ve bu yaklagimlar
hastaliklarin ilerlemesinin izlenmesinde, biyobelirteglerin
ve potansiyel terapotik hedeflerin tanimlanmasinda uygu-
lama alani bulmustur.>® Proteomik ¢aligmalarda protein
ekspresyonundaki nicel degisiklikleri incelemek i¢in doku,
idrar, serum, primer ve sekonder hiicre hatlari, sekretom
ve ksenograftlar dahil olmak tizere ¢ok cesitli biyolojik
materyaller kullanilmaktadir.” Bu materyallerin incelen-
mesinde iki boyutlu jel elektroforezi (2-D poliakrilamid
jel elektroforezi, 2-DE), kromatografi, kapiler elektroforez
ve kiitle spektrometrisi gibi cesitli proteomik yaklagimlar

bulunmaktadir.®’

Proteomik arastirmalarda analiz edilen doku 6rneklerinin
kalitesi, 6rnegin alindig1 bolgenin dogrulugu ve hatta or-
negin alinmasindan sonra proteomik aragtirma laboratu-
arma ulagincaya kadar gecen siire ¢ok 6nemlidir. Ciinkii
bu noktalarda bir standardizasyonun olmamasi 6rneklerin
protein profillerini etkileyebilir.” Bu nedenle proteomik
calismalar icin yeterli 6rnek sayisinin belirlenmesi, dogru
boélgeden 6rnek alimi, 6rnek alindiktan sonraki siiregler ile
ilgili olarak uyumlu bir sekilde ¢aligilmasi gerekmektedir.
Becker (2015) biyolojik 6rneklerde ameliyat 6ncesi ilag te-

davisi ve anestezi tiiriiniin, 6rnek tipinin, 6rnegin ¢ikaril-

masindan sonraki siirecin, 6rnegin alindig: yerin (6rnegin
bir timorin merkezinden veya ¢evresinden) ve ortamin
1s1s1 gibi pre-analitik parametrelerin protein profillerini
nasil etkiledigini tartigmistir. Pre-analitik siireclerde bir
standardizasyonun proteomik yontemlerle kisisellestiril-
mis tip vaadini gerceklestirebilecegini, daha iyi biyobelir-
tegler bulunabilecegini, hastalik mekanizmalarinin daha
iyi anlagilabilecegini ve potansiyel yeni terapotik hedefle-
rin belirlenebilecegini vurgulamistir.”® Bu ¢alismamizda,
tek bir tiimor dokusu igerisinden alinan farkls iki bolgeye
ait proteom profillerini kargilagtirmali olarak analiz etme-
yi amagladik. Calismada Cushing Sendromlu bir hastanin
adenom dokusundan iki farkl: bélgeden aldigimiz 6rnek-
ler kullanildi. Bu iki doku pargasindan izole edilen pro-
teinlerin profilleri saglikli doku pargasindan izole edilen
proteinlerin profili ile karsilastirildi. Beklentimiz tiimor-
den alinan doku protein profillerinin birbirlerine yiiksek
derecede benzerlik gostermesi, saglikli dokudan ise ciddi
manada ayrilmasi idi. Ancak yapilan analizde timoriin
farkli bolgelerinden alinan dokular arasinda da ciddi pro-
teom farkliliklarinin oldugu gériildii. Bu bulgu literatiirde
yapilan proteom analizlerinde doku-i¢i heterojenitenin
elimine edilmesi gerektigini ve bunun i¢in ¢ok sayida 6r-
nekle caligilarak grup-igi drnekler arasi farkliliklarin ista-
tistiksel olarak degerlendirme dis1 birakilmasi gerektiginin

altini gizdi.
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Onam Formu imzalandiktan sonra cerrahi miidahele si-
rasinda Ornekler alindi. Patolojik taniyr etkilemeyecek
sekilde cerrahi sinirdan ayrilan parga sivi nitrojen icinde
Proteomik laboratuvarina teslim edildi. Tumor 6rnegi ve
eslestirilmis bitisik normal adrenokortikal doku o6rnegi
hemen siv1 nitrojen iginde hizl bir sekilde donduruldu ve

protein ekstraksiyonu yapilana kadar -80°C'de sakland.

Adrenokortikal Dokularin
Histopatolojik Degerlendirmesi
Adrenokortikal adenom timoér dokusu igerindeki farkli
iki bolgeyi degerlendirmek i¢in, adenom dokusu forma-
lin i¢inde sabitlendi, parafine gomiildd, seri olarak kesitler
alind1 ve hematoksilen ve eozin (H&E) ile boyandi. Pre-

paratlar, 151k mikroskobu ile (BX50, Olympus) incelendi.

Adrenokortikal dokudan protein ekstraksiyonu
Doku numuneleri buz tizerinde kiyilarak soguk (ice-cold)
ytkama tamponu (10 mM Tris-HCI, pH 7.0, 250 mM sa-
karoz) ile yikandi ve lizis tamponunda (7M {ire, 2M ti-
yoiire, %4 CHAPS w/v, 30 mM Tris-HCI, pH 8.5) 0.5mm
paslanmaz celik boncuklu homojenlestirici sistemi aracili-
g1yla (Next Advance, ABD) lize edildi. Coziiniir proteinler,
+4°Cde 30 dakika siireyle 20.000 x gde santrifiijleme ile
elde edildi ve protein konsantrasyonu, BSA standard: (Bi-
oRad®, ABD) ile modifiye Bradford Assay kullanilarak be-
lirlendi. Coziiniir proteinleri igeren stipernatanlar Lo-bind
tiiplerinde (Eppendorf®, ABD) -80°C'de sakland.

2D SDS-PAGE Jel Elektroforezi
Her 6rnekten 500 pg protein pasif rehidrasyon ile immobi-
lize 11 cm’lik pH gradyan seritlerine (IPG) (pH 3-10 NL)
yiiklendi. Izoelektrik noktalara dayali ayirmalar, bir prote-
an izoelektrik odaklama cihazi (protean isoelectric focu-
sing cell, Bio-Rad, ABD) kullanilarak elde edildi. IEF i¢in
asagidaki kosullar kullanildi: 20°C'de toplam 30.000 V/h’ye
ulagilana kadar hizli rampa ile 250 V'de 20 udk, yavas ram-
pa ile 10000 V'de 2 saat ve hizli rampa ile 10000 V i¢in 2,5
s. Izoelektrik odaklamadan sonra, seritler daha sonra tam-
pon I (6M Ure, 375mM Tris-HCI pH 8.8, %2 SDS, %20

gliserol, %2 (a/h) DTT) ile tampon II [6 M Ure, 375mM
Tris-HCI pH 8.8, %2 SDS, %20 gliserol, %2.5 iyodoaseta-
mid (a/h)] ile oda sicakliginda 30%ar dakika yikand: ve ¢a-
lisan bir Dodeca jel yiiriitme sisteminde (Bio-Rad, ABD)
ikinci boyut ayrimi i¢cin SDS-PAGE’ye tabi tutuldu. Pro-
teinleri ayrimindan sonra jeller %40 Metanol, %10 asetik
asit icinde sabitlendi ve ardindan kolloidal Coomassie blue
G250 (Bio-Rad, ABD) ile boyand..

Goriintii analizi

Jel goriintiileri VersaDoc MP 4000 (Bio-Rad, ABD) kulla-
nilarak ¢ekildi. Protein noktalarinin kargilagtirmali analizi
i¢in PD quest advance 2D analiz yazilimi (Bio-Rad, ABD)
kullanildi. Her noktanin miktari yerel regresyon modeli ile
normallestirildi. Ifade agisindan farklilik gésteren (2 kat-
tan fazla) protein benekleri secildi ve ExQuest Spot-cutter
(Bio-Rad, ABD) kullanilarak protein tanimlamast igin ¢1-
karildi.

Kiitle spektrometrisi ile protein tanimlamasi ve Biyoin-
formatik Analiz
Protein tanimlama deneyleri ABSCIEX MALDI-TOF/
TOF 5800 sistemi (Applied Biosystems®, Framingham,
MA, ABD) kullanilarak gergeklestirildi. Proteinlerin jel i¢i
triptik sindirimi, onerilen protokol (Pierce, ABD) izlene-
rek bir jel i¢i sindirim kiti kullanilarak yapildi. Bir MALDI
plakasina yerlestirmeden 6nce, tim protein 6rnekleri 10
uL ZipTipC18 (Millipore®, ABD) ile tuzdan arindirildi
Peptidler, su i¢inde %50 asetonitril ve %0.1 trifloroasetik
asit iginde konsantre bir a-Siyano-4-hidroksisinnamik asit
¢ozeltisi kullanilarak 1 pLlik bir hacimde ayristirild1 (elu-
te) ve MALDI plakasina yiiklendi. TOF spektrumlari, 400
ila 2000 Da arasinda bir kiitle aralig ile pozitif iyon yan-
sitict modunda kaydedildi. Her spektrum 2000 lazer ati-
sinin kiimiilatif ortalamasiydi. Spektrumlar, i¢ standartlar
olarak tripsin oto-sindirme iyon pikleri m/z (842.510 ve
2211.1046) ile kalibre edildi. MS/MS analizi i¢in numune
basina TOF spektrumunun en giiglii on piki se¢ildi. MAL-
DI-TOF/TOFdan elde edilen veriler, asagidaki kriterle-
re sahip bir yazilim olan Protein Pilot (ABSCIEX, ABD)
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kullanilarak MASCOT veri tabami stirim 2.5e (Matrix
Science) kars1 arand1: Yedeksiz Ulusal Biyoteknoloji Bilgi
Merkezi; H. sapiens ic¢in tir kisitlamasy; tripsin enzimi;
eslestirilmis en az bes bagimsiz peptit; en fazla bir eksik
boliinme bolgesi; MS toleransi + 50 ppm’ye ve MS/MS to-
leransi + 0.4 Daya ayarlanmigtir; sabit modifikasyon kar-
bamidometildir ve degisken modifikasyon oksidasyondur;
1+ peptit yiikii ve monoizotopik olma. Yalnizca MASCOT
olasilik analizi (P < 0.05) tarafindan tamimlandig gibi
onemli hitler kabul edildi. Tanimlanan proteinlerin pro-
tein-protein etkilesim ag1, ¢evrimici analiz aract STRING

v10.0 (http://www.string-db.org)"" ile olusturulmustur.

BULGULAR
Caligmaya dahil edilen hasta halsizlik, yorgunluk ve tiiy-
lenme sikéyetiyle gelmis ve yapilan deksametazon testinde
baskilanma olmadig: gortlmiistiir. 47 yasinda olan ka-
din hastanin Diabetes Mellitus ve Hipertansiyon ge¢misi
yoktur. Cushing Sendromu siiphesi ile gekilen MRda sag

siirrenal bezde 7x4 cm boyutlu adenomla iligkili gériiniim

a)

gelmesi tizerine hasta opere edilmistir. Hastanin operas-
yon sonrasi ¢ikarilan 110 gr agirhginda 8,5x7,5x3,5 cm bo-
yutundaki siirrenalektomi materyalinin iki yonli fotografi
Sekil lada goriilmektedir. Yapilan incelemede Proteomik
caligma icin laboratuvarimiza gelen adenom dokusu ige-
risinde farkli bolgelerin oldugu gézlemlenmistir (Sekil 1b)
Bu nedenle doku bir biitiin olarak degerlendirilmemis ve
iki kisma ayrilmistir; (1) adenom dokusu (2) adenom-igi
heterojen doku. Sonrasinda bu farkli bolgelerden alinan
doku pargalarindan ve saglikli adrenokortikal doku orne-
ginden protein izolasyonu yapilarak karsilagtirmali prote-
om deneyleri gergeklestirilmistir. Adenom dokusuna ve
adenom-i¢i heterojen dokuya ait histopatolojik mikroko-
pi goriintiileri $ekil 1cde gortilmektedir. Sol tarafta koyu
olarak boyanan alanin belirgin hiicre sinirlarina sahip gra-
niiler eozinofilik sitoplazmali hiicrelerden olustugu, sag

taraftaki agik alanin ise lipitten zengin genis sitoplazmali

hiicre kiimeleri (agik alan-sag taraf) oldugu gortilmekte-
dir.

Sekil 1. Cikarilan adenom dokusunun iki yonlii fotografi (a). Karsilastirmali proteomik analiz yapilan doku bélgeleri (b).

Histopatolojik goriintii, belirgin hiicre sinirlarina sahip graniiler ve eozinofilik sitoplazmali hiicreler (koyu alan-sol taraf) ile

lipitten zengin genis sitoplazmali hiicre kiimeleri (agik alan-sag taraf) (H&Ex100) (c). Siyah ok: Adenom-igi doku; Beyaz

ok: Adenom dokusu.
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Protein izolasyonu sonrasinda protein konsantrasyonlar:
6lgiildil ve protein oziitlerinin kalitesini ve miktarini de-
gerlendirmek i¢in SDS-PAGE analizleri yapildi. Keskin ve
belirgin protein bantlar1 protein 6ziitlerinin yiiksek ¢ozii-
niirlitkte 2D analizine uygun oldugunu gosterdi. Adenom,
adenom-i¢i ve kontrol protein 6rnekleri kullanilarak, 3
ila 10 pH araligini kapsayan IPG seritleri yardimu ile iyi
¢ozlilmiis ve yeniden tretilebilir 2D jeller tiretildi ($ekil
2). Jel goriintileri fotograflandi ve jeller iki-kat regiilas-
yon kriteri temel alinarak analiz edildi. 475 + 20 protein
benegi saptand ve eglestirildi. Eslesen beneklerin analizi,

adenom, adenom-ici ve kontrol 6rnekleri arasinda farkli

a)
Adenom-ici
kDa pH 3.0 100 kba  pH 30

Adenom

sekilde regiile olan protein noktalariin varligini ortaya
¢ikardi. 20 adet protein beneginin regiilasyonlarinda de-
gisiklik goriildii ve bu protein benekleri jellerden kesilerek
tanimlandi. Tanimlanan proteinlerin isimleri, ilgili MAL-
DI skorlar1 Tablo 1'de sunulmustur. Protein tanimlamasi,
birden fazla benek tarafindan temsil edilen bazi diizenlen-
mis proteinlerin (Endoplazmin, Fibrinojen beta zinciri ve
Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz) oldugunu gosterdi.
Bu durum, deneysel bir problemden ziyade odaklanma
pozisyonlarinda degisikliklere neden olan proteinler tize-
rinde meydana gelen post-translasyonel degisikliklerden

kaynaklanmaktadir.'?

Kontrol

250
130

72
55

36
28

100 kDa pH 30

250
130
95
72

55

36

28

Sekil 2. Calisma gruplarini temsil eden proteinlerin 2D jel goriintiileri (a). Diizenlenmis protein noktalarimin ve karsilik

gelen SSP numaralarinin konumunu gosteren 2D jel goriintiisii (b).
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Tablo 1. 2DE deneylerinde tanimlanan proteinlerin ad ve ilgili MALDI skorlar1

SSP AC . Protein | Protein Hesaplanan Eslesme .

No. o Protein Kayit Ad1 Kiitlesi Skoru Beklenen | Eglesme pl O(I(;Zl)’ll Protein Ad1

2403 | P14625 ENPL_HUMAN 92411 168 3,20E-13 27 476 20 Endoplasmin

2508 | P07437 TBB5_HUMAN 49639 160 2e-012 29 478 47 Tubulin beta zincir

2903 | P14625 ENPL_HUMAN 92411 192 1.3e-015 40 476 32 Endoplasmin

3607 | P68363 TBAIB_HUMAN | 50120 189 2.6e-015 24 494 41 Tubulin alfa-1B zincir

4404 | P02675 FIBB_HUMAN 55892 | 278 3.2e-024 35 8,54 54 Fibrinojen beta zincir

4708 | P08107 HSP71_HUMAN | 70009 144 8.1e-011 30 5,48 34 Heat shock 70 kDa protein 1A/1B
5403 P02675 FIBB_HUMAN 55892 253 le-021 35 8,54 51 Fibrinojen beta zincir

5406 | P14618 KPYM_HUMAN | 57900 97 4.4e-006 2 7,96 34 Piruvat kinaz izozimleri M1/M2
6217 | P30041 PRDX6_HUMAN | 25019 | 208 32e-017 21 6 59 Peroksiredoksin 6

6716 | P26038 MOES_HUMAN | 67778 163 le-012 31 6,08 37 Moesin

6806 | P15311 EZRI_HUMAN 69370 93 1.1e-005 26 5,94 34 Ezrin

7314 | P00915 CAHI_HUMAN 28852 | 279 2.6e-024 14 6,59 50 Karbonik anhidraz 1

7315 | P60174 TPIS_HUMAN 26653 435 6.4e-040 30 6,45 73 Triozfosfat izomeraz

7406 | P49411 EFTU_HUMAN 49510 269 2.6e-023 24 7,26 45 il‘i’;%asy‘m faltdrii To, mitokon-
7503 | P00367 DHE3_HUMAN 61359 | 356 5.1e-032 34 7,66 38 gt‘si‘;‘:ityjfhidmje“az 1 mi-
7801 | P13639 EF2_HUMAN 95277 93 9,90E-06 26 6,41 2 Elongasyon faktorii 2

8219 | P04179 | SODM_HUMAN | 24707 | 302 | 1.3e-026 15 8,35 45 f;f;i‘(’)ﬁ;‘;;mum (Mn],
8316 | P04406 G3P_HUMAN 36030 | 215 6.4e-018 16 8,57 32 Selifg:;feﬁzs fosfat

8317 | P04406 G3P_HUMAN 36030 212 1,30E-17 20 8,57 38 Si;fg:ii?;f fosfat

8605 | P29401 TKT_HUMAN 67835 197 | 4,00E-16 24 7,58 32 Transketolaz

Tanimlanan proteinlerin regiilasyon oranlari ile egilimleri
ve kontrole gore gruplardaki regiilasyon durumlar: Tablo
2'de sunulmugtur. Tablo 2’ye gore kontrol ile karsilagtirdigi-
mizda adenom i¢i bolgede 13 proteinin ifadesinde anlamli
degisiklik gorulmistir. ENPL(SSP 2403), TBB5, TBA1B,
PRDX6, TPIS, GAPDH (SSP 8316), TKT ve CAH1 prote-
inlerinin daha fazla ifade edilirken, MOES, KPYM, GAP-
DH (SSP 8317), EFTu, EF2 ve FIBB proteinleri daha az
ifade edilmigtir. ENPL (SSP 2903), HSP71, EZRI, DHE3 ve
SODM proteinlerinin ifadelerinde bir degisiklik olmamus-
tir. Kontrol ile karsilastirdigimizda adenom bolgesinde ise
17 proteinin ifade seviyelerinde anlamli degisiklik gorildii.
ENPL (SSP 2403), HSP71, TBB5, TBA1B, PRDX6, KPYM,
TPIS, GAPDH (SSP 8316), TKT ve SODM proteinleri
daha fazla ifade edilmis olup, ENPL (SSP 2903), MOES,
EZRI, DHE3, EFTu, EF2, CAH1 ve FIBB proteinlerini

daha az ifade edilmistir. Sadece GAPDH (SSP 8317) pro-
teinin ifadesinde degisiklik olmadig1 goriildii. Adenom-i-
¢i ve adenom bolgelerini karsilagtirdigimizda ise ENPL,
MOES, EZRI, PRDX6, EFTu, EF2 ve FIBB proteinlerinin
daha fazla ifade edildigi; ENPL, HSP71, TBB5, TBA1B ve
KPYM proteinlerinin daha az ifade edildigi; TPIS, GAP-
DH (SSP 8316 ve SSP 8317), TKT ve DHE3 proteinleri-
nin ifadelerinde ise bir degisiklik olmadig goriildii. Sekil
3’te, gruplar arasinda nispi miktarlar: degisen tiim protein
beneklerinin yakin ¢ekim goriintiileri sunulmustur. Yakin
cekim goriintiileri proteinlerin diizenlenme egilimlerini

dogrulamaktadir.
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Tablo 2. Adenom-iginin kontrole, adenomun kontrole ve adenom-iginin adenoma gére diizenlenme oranlar1 ve diizenlenme egilimleri.
ADN i¢i: Adenom i¢i, ADN: Adenom, Kont: Kontrol, X: Asag diizenlenme (yesil), ¥: Yukar1 diizenlenme (kirmuzi), NR: Diizenlenme yok.

Protein

ADN i¢i / Kont

Heat shock 70 kDa protein 1A/1B (HSP71) SSP

Kontrole gore gruplardaki

ADN i¢i / ADN durum

4708 NR

Superoksit dismutaz [Mn], mitokondriyal NR

(SODM) SSP 8219

Endoplazmin (ENPL) SSP 2903 NR Bir grupta regiilasyon goster-
meyip diger grupta regiilasyon

Ezrin (EZRI) SSP 6806 NR goriilen proteinler.

Glutamat dehidrojenaz 1, mitokondriyal (DHE3)
SSP 7503

NR

Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (G3P, GAP-
DH) SSP 8317

Karbonik anhidraz 1(CAH1) SSP 7314

Piruvat kinaz isozimler M1/M2 (KPYM) SSP
5406

Endoplazmin (ENPL) SSP 2403

Tubulin beta zincir (TBB5) SSP 2508

Tubulin alfa-1B zincir (TBA1B) SSP 3607

Peroksiredoksin-6 (PRDX6) SSP 6217

Moesin (MOES) SSP 6716

Fibrinojen beta zincir (FIBB) SSP 4404

Fibrinojen beta zincir (FIBB) SSP 5403

Elongasyon faktor Tu, mitokondriyal (EFTu)
SSP 7406

Elongasyon faktor 2 (EF2) SSP 7801

Triozfosfat isomeraz (TPIS) SSP 7315

Gliserraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (G3P,
GAPDH) SSP 8316

Transketolaz (TKT) SSP 8605
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Sekil 3. Gruplar arasinda nispi miktarlar: degisen, farkli olarak diizenlenmis segilmis protein beneklerinin yakin ¢ekim

goriintiileri.
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a)

7

b)

Sekil 4. Iki boyutlu elektroforez ile tanimlanan farkl sekilde eksprese edilen proteinlerin STRING analizi. Adenom-ici ve

kontrol grubu karsilastirmas: (a) Adenom ve kontrol grubu karsilastirmas: (b). CAHI: Karbonik anhidraz 1; DHE3: Glu-

tamat dehidrojenaz 1, mitokondriyal; EF2: Elongasyon faktor 2; EFTu: Elongasyon faktor Tu, mitokondriyal; ENPL: En-
doplasmin; EZRI: Ezrin; FIBB: Fibrinojen beta chain; GAPDH: Gliserraldehit-3-fosfat dehidrojenaz; HSP71: Heat shock 70
kDa protein 1A/1B; KPYM: Piruvat kinaz isozimler M1/M2; MOES: Moesin; PRDX6: Peroksiredoksin-6; SODM: Superoksit
dismutaz [Mn], mitokondriyal; TBA1B: Tubulin alfa-1B zincir; TBB5: Tubulin beta zincir; TPIS: Triosefosfat izomeraz;

TKT: Transketolaz

TARTISMA
Proteomik yaklasimlar, ¢esitli timorlerin (meme, prostat
gibi) erken tespiti i¢in faydali biyobelirtecleri belirlemek
amactyla yaygin olarak kullanilmaktadir.'> Ozellikle,
tiimorde tanimlanan biyobelirte¢lerin kan dolagiminda
farkli sekilde ifade edildigi bulundugunda, bulunan bi-
yobelirtecin klinige yansimasinin olmasi muhtemeldir.”®
Ancak bu ¢alismalarda pre-analitik siireclerde bir standar-
dizasyonun olmasi, kisisellestirilmis tip, daha iyi biyobe-
lirteglerin kesfedilmesi, hastalik mekanizmalariin daha
iyi anlasilabilmesi ve potansiyel yeni terapotik hedeflerin
belirlenebilmesi agisindan 6nem arz etmektdedir.'* Pre-a-
nalitik degiskenlik sorununun Amerika Birlesik Devletleri
Ulusal Kanser Enstitiisii tarafindan kaliteli aragtirma ve
kisisellestirilmis tibbin oniindeki en biiytik engel oldu-
gu belirtilmistir.'* Ornegin, Espina ve arkadaglar1 (2009),
ameliyatta ¢ikarilan dokunun canli oldugunu ve ¢evredeki
degisikliklere tepki verdigini bildirmistir. Yaptiklar1 za-

man siireci deneyinde, numunenin dondurulmasindaki

gecikmelerin, translasyon sonrasi degisiklikler ve protein
hiicre alti konumundan bagimsiz olarak, zaman iginde
fosfoprotein seviyelerinde 6nemli artislar ve disiisler or-
taya koydugunu bulmuslardir.'” Bagka bir makalede, Me-
ric-Bernstam ve arkadaglar1 (2014), numune tipi (merkezi
ve periferik cerrahi tim6r numunelerinin ex vivo toplan-
masina karsi ince igne aspiratlarinin in vivo toplanmasi
veya kor biyopsinin) dahil olmak tizere biyonumune de-
giskenlerinin protein ve fosfoprotein profillerini etkileyip
etkilemedigini belirlemek i¢in bir klinik ¢alisma gergek-
lestirmislerdir.' Yaptiklar1 caligmada fosfoinositid 3-kinaz
(PI3K) yolu aktivasyonu belirtegleri de dahil olmak tizere,
potansiyel olarak klinige yansitilabilinir birkag biyobelirte¢
diizeyinin, biyoornek tipi ve biyodrnek isleme degiskenle-
rinden etkilendigini gostermislerdir. Spesifik olarak, PI3K
yolu aktivasyonunun, cerrahi numunelere kiyasla kor igne
biyopsilerinde daha fazla oldugunu ve bu nedenle bu tiir
numunelerde sicak iskemi olmadigindan yolak aktivitesini

degerlendirmek icin kor igne biyopsilerinin cerrahi nu-
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munelere tercih edilebilecegini bildirmislerdir."® Bu bulgu-
lar, timorlii olmayan karaciger ve bagirsak 6rneklerinden
elde edilen sonuglarla da uyumludur.’** Gastro6zofageal
timorler ve meme kanserleri i¢in de benzer sonuglar bil-
dirilmistir.>»** Gao ve arkadaglar1 (2020) ACTHden ba-
gimsiz Cushing sendromu ile iliskili olan kortizol tireten
adrenokortikal adenomlarda goriilen iki hiicresel alt tip
tiimor hiicrelerinde (lipidden fakir olan kompakt ve lipi-
dce zengin olan berrak tiimoér hiicreleri) morfolojik 6zel-
likler ile steroidojenik enzimlerin immiinoreaktivitesi ara-
sindaki iligkiyi arastirmislardir. Ayrica bunlari vakalarin
klinikopatolojik faktorlerinin yani sira hiicresel yaslanma
belirtegleri ile kargilastirmislardir. Aragtirmacilar kompakt
timor hiicrelerinin seffaf timor hiicrelerinden hormonal
olarak daha aktif oldugunu ve daha fazla yaslandigini gos-

terdiler.”

Bu ¢aligma Cushing Sendromu tanisi almis ve opere edil-
mis bir hastanin adrenokortikal adenom 6rneginde ger-
ceklestirilmistir. Cushing Sendromu, viicudun kronik
olarak endojen veya eksojen kaynaklardan agir1 gluko-
kortikoidlere maruz kalmasini yansitan karmagik bir me-
tabolik bozukluktur.**** Endojen Cushing Sendromunun
teshisi genellikle klinik semptomlar ve ¢oklu biyokimyasal
testler kullanilarak yapilir. Kesin tani koymak i¢in kullani-
lan biyokimyasal testlerin her birinin sinirlamalar1 Bansal
ve digerleri (2015) tarafindan tartisilmistir. Bansal ve ekibi,
Cushing Sendromu olan hastalar i¢in optimal tani ve teda-
vide, yonetim ekibinin tiim tiyelerinin kapsamli ve yakin
koordinasyonu ve katilimini gerektirdigini vurgulamislar-
dir® Cushing sendromunun tanisinin konmasi kritiktir,
¢iinkii orta-siddetli hiperkortizolizmden kaynaklanan ge-
nel mortalite, makrovaskiiler (miyokard enfarktiisii, felc)
ve enfeksiy6z komplikasyonlar nedeniyle iki kat artmakta-
dir. Bu hastalik, adrenal (%20) ve adrenal olmayan (%80)
etiyolojiler icermektedir. Vakalarin ¢ogu hipofiz veya ek-
topik kortikotropin (ACTH) asir1 iiretimine baglansa da,
Cushing Sendromunun patofizyolojisinde primer kortizol
iireten adrenal kortikal lezyonlarin tanist giderek artmak-

tadir.®® Cushing sendromlu vakalarin %45’ini adrenokor-

tikal adenomlarin, %35’ini ise adrenokortikal karsinomla-
rin olusturdugu bildirilmistir.*' Literatiirde adrenokortikal
adenom ve adronokortikal kanser dokulari,'*>* idrar
ornekleri***” ve hiicre hatlar®®* ile ilgili proteom tabanl
cesitli caligmalar mevcuttur. Kim ve arkadaslar1 (2016) bu
caligmalarin, adrenokortikal adenomlar ve adrenokortikal
kanserler arasinda tanisal karardaki zorluklara yeterince
aciklik getirmedigini vurgulamistir. Bu zorluklarin ¢alig-
malarda kullanilan 6rneklerin (idrar ve doku numuneleri
ve hiicre kiiltiirti) ve analiz yontemlerinin (ters faz sivi kro-
matografisi, geleneksel 2-DE ve 2D-farkli jel elektroforezi)
farkliligindan kaynaklandigini ve bu nedenle her ¢aligma-
da farkli potansiyel biyobelirteglerin bulunduguna dikkat
cekmistir.*> Onceki tiim caligmalar adrenokortikal tiimér-
ler hakkinda 6nemli bilgiler ortaya koymus olsa da, altta

yatan mekanizmalar1 hala tam olarak agiklayamamaktadir.

Bu calismada, aderenokortikal adenom dokusunda iki
farklt bolgeden alinan o6rneklerde seviyelerinde farklilik
goriilen proteinlerin kontrol ornegine kiyasla 2D-PAGE
kullanilarak analiz edilmistir. Adenom ve kontrol grubu
karsilagtirildiginda regiilasyona ugrayan ve analiz edilmesi
gereken 17 protein (ENPL, HSP71, TBB5, TBA1B, PRDX6,
KPYM, TPIS, GAPDH (SSP 8316), TKT, SODM, MOES,
EZRI, DHE3, EFTu, EF2, CAH1 ve FIBB) tespit edilmistir.
Bu proteinlerin STRING analizi, 15 dtiglimli bir metabo-
lik ag olusturmustur (Sekil 4a). Farkli olarak diizenlenmis
proteinlerin, karbon ve amino asit metabolizmalarinin yani
sira hiicre iskeleti yapisinin diizenlenmesinde rol oynadig1
goriilmistiir. Karbon metabolizmasinin proteinleri, yani
Piruvat kinaz izozimleri M1/M2 (PKM1/M2 veya KPYM),
Triozfosfat izomeraz (TPIS) ve Gliseraldehit-3-fosfat de-
hidrojenaz (G3P, GAPDH), 6zellikle glikoliz ve glukone-
ogenezde rol oynarken, Glutamat dehidrojenaz 1 (mito-
kondriyal) (DHE3) trikarboksilik asit dongtisiinde aktivite
gostermektedir. Tanimlanan proteinlerin dordii amino
asit biyosentez siirecine aittir (PKM1/M2, TPIS, GAPDH
ve Transketolaz-TKT). Tubulin alfa-1B zinciri-TUBAI1B,
Tubulin beta zinciri-TUBB, Moesin-MOES ve Ezrin-EZRI

proteinleri ise hiicre iskeletinin organizasyonu ile iligkilen-

310




Sakarya Tip Dergisi 2022;12(2):301-314
KANLI ve Ark., : Tiimér Doku Heterojenitesinin Proteomik Yaklagimiyla Gosterilmesi

dirilmistir. Biyolojik siireclere gore degerlendirildiginde,
proteinlerin gogunun organik madde ve kimyasal uyarana
hiicresel yanitta ve monosakkarit biyosentetik siirecinde
rol oynadig1 goriilmistiir. Adenom igi ve kontrol grubu-
nu karsilagtirdigimizda ise 13 proteinin regiilasyonunda
(ENPL(SSP 2403), TBB5, TBA1B, PRDX6, TPIS, GAPDH,
TKT, CAH1, MOES, KPYM, EFTu, EF2 ve FIBB) degisik-
lik goze garpmistir. Bu proteinlerin STRING analizi, 11
diigimlit bir metabolik ag olusturmustur (Sekil 4b). Bu
calismada dikkat ceken en 6nemli noktalardan birisi bir
tiimor dokusu igerisinden belirlenen iki farkli bolgeden
alman doku 6rneklerinden tanimlanan proteinlerin farkly
matabolik aglara ait oluyor olmasidir. Adenom-i¢i (ADN
i¢i) olarak adlandirdigimiz bolge belirgin hiicre sinirlarina
sahip graniiler ve eozinofilik sitoplazmali hiicreler icerir-
ken adenom (ADN) olarak adlandirdigimiz bolge lipitten
zengin genis sitoplazmali hiicre kiimeleri icermektedir.
Dolayistyla farkli hiicre tiplerini iceren heterojen timor-
lerin farkli proteomik profiller olusturmas: muhtemeldir.
Kontrole gore gruplardaki durumlara baktigimizda ADN
i¢i ve ADN dokularinda ayni proteinlerin farkl: seviyeler-
de ve/veya farkli yonlerde regiilasyonlar1 goriilmektedir
(Tablo 2). Ornegin post-translasyonel modifikasyon so-
nucu jelde birden fazla noktada temsil edilen proteinlerin
regiilasyonlar1 kontrol ile karsilastirildiginda farklilik gos-
termektedir. Bunlardan biri olan glikolitik enzim Gliseral-
dehit-3-fosfat dehidrojenazin bir benegi ADN i¢inde 4 kat
fazla eksprese olurken diger benek 3 kat daha az eksprese
olmustur. Ayni sekilde salgilanan proteinlerin islenmesin-
de ve taginmasinda islev goren Endoplazminin bir benegi
ADN icinde 2 kat fazla eksprese olurken diger beneginde
bir ekpsresyon farklilig1 goriilmemistir. Benzer farkliliklar
SODM, HSP71, EZRI, DHE3 proteinleri i¢in de gecerlidir.
Bu ¢aligmada bizim en ¢ok dikkatimizi ¢eken ADN igi ve
ADN dokularinda CAH1 ve KPYM proteinlerinin eks-
presyon farkliliklar: olmustur. Her iki protein de ters yon-
li bir regiilasyon gostermistir. CAH1’in de dahil oldugu
karbonik anhidrazlar, karbondioksitin tersine ¢evrilebilir
hidrasyonunu yani bikarbonat ve protonlara hizli doniisii-

miini katalize eden metalloenzimlerdir ve organizmalarda

asit-baz dengesinin diizenlenmesinde ¢ok 6nemlidirler. Ek
olarak, karbonik anhidradlar omurgalilarda kemik rezorp-
siyonu, glukoneogenez, viicut sivilarmin iiretimi ve CO,
ve HCO,lin taginmasi gibi birgok baska fizyolojik siirece
katilir.®#* Onceki bir calismada CAHI’in endometriyal
kanserlerde erken evrede asagi regiile edilirken ileri evrede
yukari regiile edildigi goriilmistiir.*® Literatiirde CAH izo-
enzimleri CAH2, CAH9 ve CAH12’nin endometriyal kan-
serlerin gelisimi ile ilgili oldugunu gosteren bazi ¢aligma-
lar vardir.***” Progresif bobrek hastaliginin fare modelinde
yapilan bir ¢alismada, kronik bobrek hastaliklar: siirecine
eslik eden ilerleyici bobrek fibrozunun tedavisinde kulla-
nilan mikofenolat mofetil (MMF) muamelesi sonrasinda
VEGF sinyal yolu (TAGL2, EF1D ve ACTB) ve hipoksi
(CAHI, PSB6 ve ACTG) ile iligkili proteinlerin seviyele-
rinde degisikler tespit edilmistir. CAH1 protein seviyesi
MMEF sonrast diisiis gostermistir.*® Caligmamizda, kontrol
ile kiyaslandiginda CAH1 proteini ADN dokusunda 3 kat
agag regiile iken ADN ici dokuda 2 kat yukari regiile idi.
Yani ADN i¢i dokuda ADN dokusuna gére CAH1 ekspres-
yonu 9 kat artmistir. Literatiirde CAHI’in Cushing send-
romu veya adronokortikal tiimorler ile bir iligkisine rast-
lanmamustir. Glikolitik bir protein olan KPYMnin ¢esitli
kanser turlerinde timor olusumu, hiicre ¢ogalmasi, gog
veya apoptoz tizerinde etkileri oldugu gosterilmistir.*” Bir
caligmada piruvat kinaz protein isoformlarinin normal ad-
renal doku 6rneklerine gére karsinomda daha fazla olmak
tizere adrenokortikal karsinom ve adenom 6rneklerinde
daha fazla eksprese oldugu bildirilmistir.>® Bilindigi gibi
kanser hiicreleri ytiksek oksijenli bir ortamda bile daha
fazla glikoz tiiketir ve yiiksek miktarda laktat {iretirler.51
Dolayistyla glikolitik enzimlerin seviyelerinde anormal ar-
tiglar goriiliir. Bizim ¢aliymamizda da glikolitik proteinler
olan GAPDH ve KPYM proteinlerinin ADN dokusunda
yukari regiile idi. GAPDH’n bir izoformunun hem ADN
ici hem de ADN dokularinda yukari regiile edilirken diger
bir izoformunun ADN i¢i dokuda asag: regiilasyonu go-
rilmiistir. KPYM proteini major bir degisiklik gostermis
olup, kontrol ile kiyaslandiginda ADN dokusunda 14 kat
yukari regiile iken ADN i¢i dokuda 4 kat asag: regiile idi.
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Yani ADN i¢i dokuda ADN dokusuna gore KPYM eks-
presyonu 56 kat azalmistir. ADN i¢i dokuda ADN doku-
suna gore glikolitik aktivitede belirgin bir sekilde diistisiin
oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla enerjetik olarak farkli
bir metabolik yol kullaniliyor olabilir. Onceki galigmalar-
da farkli 6rneklerde (kolon, meme, akciger, karaciger ve
gastrodzfageal) numune tipi (merkezi veya periferik cer-
rahi timor 6rnekleri, kor biyopsi 6rnekleri) ve numune-
nin dondurulma siiresi gibi pre-analitik degiskenlerin
bazi proteinlerin ve daha ¢ok da fosfoprotein profillerini
etkiledigi gosterilmisti."”** Bu ¢alisma adrenokortikal ade-
noma drneginde timor dokusu igerisinde 6rnegin alindigt
boélgenin proteom profilllerini ne olgiide etkiledigini ve
ortak olan bazi proteinlerin belirgin derecede farkli sevi-
yelerde eksprese edildigini gosteren ilk ¢aligmadir. Timor
dokusundan iki farkli bolgeden aldigimiz 6rneklerde daha
¢ok enerji metabolizmast ile iliskili proteinler olmak tizere
bazi proteinlerin ifadelerinde ciddi farkliliklar goralmiis-
tiir. Bu durum 6zellikle biyobelirte¢ arayislarinin oldugu
calismalarda proteomik bilgilerin dikkatle yorumlanmasi
gerektigini ve bu caligmalarda 6rnek sayisinin miimkiin

oldugunca yiiksek tutulmasinin 6nemini vurgulamaktadir.
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