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Degerli Meslektaslarim,

Proteomik Dernegi 3. Ulusal Kongresi’'ni 27 - 29 Subat 2020
tarihinde Kog Universitesi, istanbul’da gerceklestiriyor olmanin
heyecanini yasiyoruz.

Proteinlerin islevlerinin, yapisal 6zelliklerinin genis dlcekte
belirleyen proteomik teknolojisi bas dondtren bir hizda
ilerlemekte ve bircok farkl alandaki uzmanlari bir araya getiren
multidisipliner bir bilim dali haline gelmektedir. Ulkemizde de
proteomik alanina ilgi ve proteomik alaninda calismalar yapan
merkezler her gegen glin artmaktadir. Proteomik Dernegi ailesi
olarak proteomik alani ile ilgilenen tiim bilim insanlarinin bilgi
ve tecriibe aligverisine olanak saglayacak etkinliklerle iletisimin
artinlmasi gayretindeyiz.

Organizasyon komitesinde calisan arkadaslarimin biyuk
Ozverisi ile diizenledigimiz bu kongrede, farkli alanlarda calisan,
genc ve tecribeli arastirmacilar proteomiks ekseni etrafinda bir
araya getirerek alandaki glincel calismalari 6n plana ¢ikarmayi
hedefliyoruz. Proteomik calismalarinin genomik, biyoinformatik
ve klinik uygulamalar gibi farkli alanlarla kesismelerine cesitli
ornekler sunarak yeni isbirligi olanaklari olusturmay umut
ediyoruz.

Titizlikle olusturulmus bilimsel program kapsaminda ¢cok degerli
akademisyenler ile tanisma ve bilimsel calismalarini dinleme
olanagi sunulacaktir. Degerli katiliminiz ve farkh proteomik
calismalari iceren s6zel ve poster bildiriler ile kongre programi
gticlenmis bulunmaktadir. Bu vesile ile organizasyon ekibine,
bilimsel komiteye, sponsor olan firmalara ve tim degerli
katihmcilara tesekkurlerimi sunar, basarili ve verimli bir kongre
gecirmeyi dilerim.

Doc.Dr. Nurhan Ozlii
3. Ulusal Proteomik Kongresi Baskani
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Kongre Dilizenleme Kurulu

Kongre Baskani
Doc.Dr. Nurhan Ozlii

Kongre Genel Sekreteri
Doc. Dr. Nurcan Tuncbag

Uyeler
Dr. Nazli Ezgi Ozkan Kiiciik
Busra Aytul Akarlar
Aydanur Sentlrk

Proteomik Dernegi Yonetim Kurulu
Prof. Dr. Aysel Ozpinar
Dog¢. Dr. Ahmet Tarik Baykal
Doc. Dr. Gizem Dinler Doganay
Doc. Dr. Nurhan Ozl
Doc. Dr. Nurcan Tuncbag
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Bilimsel Komite

Leyla Acan
Ceyda Acllan Ayhan
Blinyamin Akgul
Nazli Arda
Serife Ayaz Glner
Ahmet Tarik Baykal
Murat Alper Cevher
Onur Cizmecioglu
Gizem Dinler Doganay
Saliha Durmus
Batu Erman
Yasemin Furtun Ucal
Sermin Geng
Basri Gulbakan
Huray Islekel
Ezgi Karaca
Nihal Karakas
Elif Nur Karalar
Murat Kasap
Ozlem Keskin
Ayse Koca Caydasi
Cetin Kocaefe

Kemal Korkmaz
Asli Kumbasar
Ozgiir Kiitiik
Mesut Muyan
Yavuz Oktay
Servet Ozcan
Siireyya Ozcan Kabasakal
F. Duygu Ozel Demiralp
Seza Ozen
Nurhan Ozlii
Nesrin Ozéren
Aysel Ozpinar
Rana Sanyal
Berna Sariyar Akbulut
Ugur Sezerman
Oznur Tastan
Uygar Tazebay
Ozlem Timirci Kahraman
Nurcan Tuncbag
Elif Uz
Talat Yalcgin

*Bilimsel Komite soyad alfabetik sirasina goére listelenmistir.
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Bilimsel
Program

09:00-18:00 Proteomik Kursu

08:15 Kayit Masasi Acilis

Acilis
Doc.Dr. Nurhan Ozlii, 3. Ulusal Proteomik Kongresi Baskani

09:00-09:30 Prof.Dr. Levent Demirel, Kog Universitesi Fen Fakiiltesi Dekani
Prof.Dr. Aysel Ozpinar, Proteomik Dernegdi Baskani
09:30-10:30 Proteomik Uygulamalar Paneli

Moderator: Dr. Nazl Ezgi Ozkan Kuglik, Ko¢ Universitesi

Proteomik Calismalarda Ornek Kalitesinin Degerlendirilmesinin Onemi
Prof. Dr. Murat Kasap, Kocaeli Universitesi

Dog. Dr. Nurhan Ozlii, Kog Universitesi

Dog. Dr. Giirler Akpinar, Kocaeli Universitesi

Dog. Dr. Ahmet Tarik Baykal, Acitbadem Mehmet Ali Aydiniar Universitesi

10:30-11:00 Kahve Arasi

100-12:30

Oturum Baskani: Prof. Dr. Dilek Kazan, Marmara Universitesi

Dr. &gr. Uyesi Hasan Demirci, Ko¢ Universitesi

Ribozom Komplekslerinin Ortam Sicakligindaki Seri Femtosaniye X-1sini
Kristalografik Calismalari

Dog. Dr. Gizem Dinler Doganay, Istanbul Teknik Universitesi

Hidrojen Doteryum Degisimi Kutle Spektrometresi ile Protein Yapi Tayini (HDX-MS)
S6zlii Sunum 01

Ktitle Spektrometresi lle Biyobenzer llaclarda Birincil Yapi Karakterizasyonu
MSc. Ali ihsan Seckin, Arven ilag

S6zlii Sunum 02

Huntington Hastaligi Beyin Proteomunun MALDI-MS Gériintiileme Teknigi lle
Arastirlmasi

MSc. Merve Karayel Basar, Acitbadem Mehmet Ali Aydiniar Universitesi

Uydu Sempozyumu
Bruker / Terra Analiz
12:30-13:30 Dr. Dirk Wunderlich an
Tuzaklanmis lyon Hareketliligi Kiitle Spektrometresi ile detayli
LC-MS Proteomik ve MALDI-Gériintiileme Uygulamalari

12:30-14:00 Ogle Arasi / Poster Oturumu
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14:00-15:30

15:30-16:00 Kahve Arasi
Biyoinformatik Oturumu

16:00-17:30

19:00-23:00
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©® 27-29 Subat 2020, Kog Universitesi, istanbul

ogo
Bilimsel 28 Subat 2020
Program |“'™

Protein Etkilesimleri ve Fonksiyonel Proteomik Oturumu

Oturum Baskani: Prof. Dr. Murat Kasap, Kocaeli Universitesi

Dr. Ogr. Uyesi Murat Alper Cevher, Bilkent Universitesi

NTD-MED14 iceren cekirdek insan Mediatorii RNA Polimeraz II’nin RPB1 alt-birimiyle
dogrudan etkilesim gdstererek Pol II'yi bazal ve aktive transkripsiyonu saglamak igin
promotére ceker.

Doc. Dr. Evren Onay Ucar, istanbul Universitesi

Stres Proteinleri ve Kanser lliskisi

S6zlii Sunum 03

Desmin ve LaminB: Farkli Konumlanan ki Proteinin Baglanma Partnerlerinin
Proteomik Analizi

Prof. Dr. Pervin Dinger, Hacettepe Universitesi

S6zlii Sunum 04

Embriyonik K6k Hiicrelerde Setd3 Proteiniyle lliskili Proteinlerin Proteomik Acidan
Belirlenmesi

MSc. Ezgi Giil Keskin, Orta Dogu Teknik Universitesi

Oturum Baskani:Doc. Dr. Nurcan Tungbag, Orta Dogu Teknik Universitesi

Dr. Ogr. Uyesi Ezgi Karaca, Dokuz Eyliil Universitesi & Izmir Biyotip ve Genom
Merkezi

Protein Fonksiyonunu tanimlayan “Parmak izi” Molekiiler Etkilesim Ortinttileri
Dog. Dr. Tunca Dogan, Hacettepe Universitesi

Protein Veri Biliminde Yapay Ogrenme Yaklasimlari

S6zlii Sunum 05

Hiicre Bélinmesi Stirecince Fosfo-Proteinlerin Yapisal Ozelliklerinin Sistematik
Analizi

BSc. Altug Kamacioglu, Ko¢ Universitesi

S6zlii Sunum 06

Timére Ozgli Alternatif Ug Birlestirme Olaylari ve Bunlarin Etkilesimlere Etkisi
Ars. Gor. Habibe Cansu Demirel, Orta Dogu Teknik Universitesi

Kongre Yemegi
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09:30-11:00 Hiicre Biyolojisi ve Proteomik Oturumu
Oturum Baskani: Prof. Dr. Uygar Tazebay, Gebze Teknik Universitesi
Dog. Dr. Nuri Oztiirk, Gebze Teknik Universitesi
Sirkadiyen Saatin Interaktomu
Prof. Dr. Ayse Elif Erson Bensan, Orta Dogu Teknik Universitesi
mRNA 3’UTR’ler ve Proteoma Olasi Etkileri
So6zlli Sunum 07
Beyin Hasari Sonrasi Bmal1 Proteininin Etkiledigi Sinyal Yolaklarinin Proteomik Analizi
MSc. Elif Ozbay, istanbul Medipol Universitesi
So6zlii Sunum 08
Plazma membran ve kortikal aktin ag arasinda kopri kuran
CLIC4 ve CLIC1 basarili bir sitokinez i¢in gereklidir.
Dr. Nazan Saner, Ko¢ Universitesi

11:00-11:30 Kahve Arasi
11:30-12:30 Kanser Biolojisi ve Proteomik Uygulamalan

Oturum Baskani: Prof. Dr. Hiiray isleklel, Dokuz Eyliil Universitesi

Dr. Ogr. Uyesi Hiiseyin Cimen, Yeditepe Universitesi

Mitokondriyal Proteomiks: Kanserde Kombinasyon Terapileri

S6zlii Sunum 09

Seffaf Hiicreli Tip Renal Hiicreli Karsinomun Kantitatif Proteomik Analizi

MSc. Aydanur Sentiirk, Ko¢ Universitesi

S6zlii Sunum 10

SerpinB1 Ekspresyonunun Gliomalarin Prognozu ve IDH1 Mutasyonu lle lliskisi
BSc. Ozan Topcu, Istanbul Medipol Universitesi

12:30-13:30 Uydu Sempozyumu redOks
(]

Redokslab/ Thermo Scientific

M. Tekin Sensoy

)_{eni Orbitrap Modelleri ile Protein Analizlerinde Thermo Fisher
Ustiin Kalitatif ve Kantitatif Performans SCIENTIFIC

12:30-13:30 Ogle Arasi / Poster Oturumu
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Bilimsel 29 Subat 2020
Program |“'mme
13:30-15:00

Oturum Baskani: Prof.Dr. Aysel Ozpinar, Actbadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi
Dr. Ogr. Uyesi Yasemin Furtun Ucal, Actbadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi
Doku Proteomigine Bakis: Giincel Durum ve Yeni Yaklasimlar

MSc. Ozge Karayel, Max Planck Biyokimya Enstittisii

Parkinson Hastaligina Proteomiks Yaklasimlar: Laboratuvardan Klinik Uygulamaya
So6zlii Sunum 11

Monoklonal Antikor Yapisindaki Biyobenzer ve Referans llaglarin Stres Kosullarindaki
Davranislarinin Kiitle Spektrometresi lle incelenmesi

Dr. Ahmet Emin Atik, Turgut flaglari A.S

S6zlii Sunum 12

insan Kan Plazmasinda Kalabalik Eden Proteinleri Nasil Uzaklastirmali?

Dr. Melike Ding, Istanbul Medipol Universitesi

15:00-15:30
15:30-16:30

Kahve Arasi

Hastaliklar ve Klinik Uygulamalar Oturumu
Oturum Baskani: Prof. Dr. Halide Akbas, Akdeniz Universitesi

Prof. Dr. Hiilya Kayserili Karabey, Ko¢ Universitesi

Yeni Fenotiplerin Etyopatogenezinin Tanimlanmasinda Omiks Verilerinin Roldi
Dr. Ogr. Uyesi Siireyya Ozcan Kabasakal, Orta Dogu Teknik Universitesi
Klinik arastirmalarda Giincel Omics Yaklasimlari

Kapanis

16:30-16:45 Dog. Dr. Nurhan Ozlii, Ko¢ Universitesi
MSc. Busra Akarlar, Ko¢ Universitesi




sOzLU
BILDIRI
OZETLERI

Sozlii bildiri ozetleri,
bilimsel program akisina gére siralanmistir.
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SO1

Kiitle Spektrometresi lle Biyobenzer ilaclarda Birincil Yapi Karakterizasyonu

Ali ihsan Seckin, Zeynep Bor Tekdemir, Serim Erdem, Turgay Kacar, Emine Yilmaz
Arven ilag Sanayi ve Tic. A.S., Ar-Ge Merkezi

Amag: Biyobenzer ilag gelistirme siirecinde, biyobenzerin referans Urline benzerligi kalite
testleri ile gosterilmeli ve ortogonal testler ile dogrulanmalidir. Biyobenzerler icin kalite verisi
ne kadar kuvvetli olursa klinik calismalarin maliyeti de daha distik olacaktir. Biyobenzerlerin
referans urin ile benzerligi, fizikokimyasal, yapisal ve biyolojik aktivite agisindan mutlaka
gosterilmelidir. Bu calismanin amaci, Ar-Ge ¢alismalarinin tamami yurtiginde yapilmis, 2

farkh biyobenzerin birincil yapilarinin referans ile karsilastirmali olarak gésterilmesi, glikan
yapllarinin birden fazla yontem ile gosterilmesi ve aktivite benzerliginin birden fazla yontem ile
gosterilmesidir.

Yontem: Bu calismada 18 kDa’lu bir biyobenzer protein ile yaklasik 150 kDa’luk bir biyobenzer
monoklonal antikor kullaniimistir. Her iki molekdil icin referans ile biyobenzerlik calismalari
yapilmistir. Tam kutle, peptit haritalama, aminoasit sekans dogrulama ve glikan tespiti
analizleri Xevo G2 QTof (Waters) cihazi ile yapiimistir. Antikor/antijen baglanmasi Biocore
T100 (GE Healthcare) cihazi ve hiicre tabanli analizler ile gosterilmistir. Ayrica glikanlarin
tespitine yonelik yurtici ve yurtdisi kurumlardan hizmet alimi yapilmis ve kendi sonuclarimizla
karsilastinimistir.

Bulgular: Gelistirme calismalari sonucunda elde edilen iki farkli biyobenzerin referansla

olan benzerligi cesitli yontemlerle gosterilmistir. Yapilan kitle spektrokopisi ile kitle tayini
analizlerinde indirgenmis ve indirgenmemis tam kiitle degerleri referans Uriin ile benzerlik
gostermistir. Gelistirdigimiz biyobenzer molekillerin amino asit dizilimi referans ile %100
oraninda ortismustur. Glikanlarin tespitine yonelik birden fazla ortogonal yontem ile glikanlar
tespit edilmistir. 17 farkl seri referans analizlenmis ve kalite verileri profili cikartiimistir. Elde
edilen sonuclar biyobenzer molekiil ile karsilastiriimis ve referans ve biyobenzer (riin
arasindaki benzerlik gosterilmistir. Biyobenzer uriinlin aktivitesi Hiicre tabanl analizler

ve baglanma afinitelerine ydnelik yapilan analizler sonucunda belirlenmis ve gelistirilen
biyobenzer molekiiller ile referans Uriinlerinin benzer oldugu gdsterilmistir.

Sonug: Bu calismada yurticinde gelistiriimis iki farkli biyobenzer ilacin referans urunleri ile
karsilastiriimasi farkli ortogonal giincel yontemler kullanilarak yapilmistir. Yapilan deneysel
calismalar sonucunda gelistirilen biyobenzer trlnlerin fizikokimyasal 6zellikleri ve biyolojik
aktivitesi agisindan referans urtine benzerligi gosterilmistir.
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Huntington Hastaligi Beyin Proteomunun MALDI-MS Gériintlileme Teknigi lle
Arastiniimasi

Merve Karayel Basar', Emel Akgiin', irep Uras', Nagehan Ersoy Tunali2, Ahmet Tarik Baykal'
' Aclbadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
2 Medeniyet Universitesi Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali

Amac: Huntington Hastaligi, Htt genindeki CAG dizi tekrarinin artisiyla ortaya ¢ikan otozomal
dominant kalitim gosteren norodejeneratif bir hastaliktir. Cesitli calismalarda hastaligin
mekanizmasi genetik arastirmalarla aydinlatiimistir. MALDI goriintiileme sistemi (MALDI-

IMS) yeni ve gelismekte olan bir proteomik alanidir. Hastaliga ait proteomik alanda yapilan
calismalarin sayisi az olmakla birlikte MALDI-IMS ile ifadesi dedisen proteinlerin gosterimi
henliz yapiilmamistir. Bu amacla, 12 aylik YAC128 transgenik fare modeline ait beyin
dokularinda gerceklesen protein degisikliklerinin MALDI-IMS ile gosterimi gerceklestirilmistir.

Gerec ve Yontemler: Uretimi gerceklestirilen transgenik ve transgenik olmayan (LM)

farelerin 12. ayda lokomotor aktivite ve anksiyetelerinin degerlendiriimesi icin acik alan testi
uygulanmistir. Davranis deneyleri sonrasinda disekte edilen beyin dokularindan MALDI-IMS
icin slayt Uzerine kesitler alinmistir. Ardisik kesitlerle LC-MS/MS icin doku lizatlar hazirlandiktan
sonra analizler gerceklestirilmistir. Transgenik (n=6) ve LM (n=6) beyinlerine ait MALDI
gorintileme analizlerinden elde edilen m/z degerleri birbirleri arasinda gruplandirildiktan
sonra gesitli istatistiksel testler (t test, Cohen’s d test) uygulanmistir.

Bulgular: Davranis testleri gerceklestirilmis olan 12 aylik farelerde, transgenik ve LM fareler
birbirlerinden belirgin sekilde ayrim gostermislerdir. MALDI-IMS analizinden elde edilen m/z
degerleri ile LC-MS/MS analizinden elde edilen proteinler eslestirilerek transgenik ve LM
farelerini birbirinden ayiran proteinler belirlenmistir.

Sonug: LC-MS/MS ile tim kesite ait beyin lizatindan protein ifade farklliklari belirlenirken,
MALDI-IMS ile bolgesel protein ifade farkhliklar tespit edilebilmistir.

Tesekkiir: Sunulan datalar 1145906 No’lu TUBITAK-Uluslararasi COST projesi tarafindan
desteklenen “Norodejeneratif Beyin Dokusundaki Protein Degisikliklerin MALDI-MS
Gorilinttileme Teknigi ile Belirlenmesi” baslikli proje kapsaminda elde edilmistir.
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S03

Desmin ve LaminB: Farkli Konumlanan iki Proteinin Baglanma Partnerlerinin Proteomik
Analizi

Ecem Kural Mangit', Nese Unver?, Pervin Dincer®

' Hacettepe Universitesi, Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma Merkezi, Zebra Baligi Unitesi
2 Hacettepe Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Kok Hiicre Bilimleri Anabilim Dali

3 Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

Amac: Desmin kas kasilmasinda gorevli, z-diskleri birbirine baglayan bir ara filament
proteinidir. Lamin b ise ¢ekirdek zarfinin i¢ kismida bulunan ¢ekirdek zarfi bittinltiguntn
korunmasi, replikasyonun diizenlenmesi gibi gorevler Uistlenen bir ara filament proteinidir.
Cekirdekte yerlesim gosteren lamin b ve sitoplazmik bir ara filament proteinin olan desminin
birlikte ¢coktiigli daha dnce tarafimizca yapilan ¢alismada gosterilmistir. Bu calismanin amaci
ise etkilesim aginda yer alan diger proteinlerin ytksek olcekli kiitle spektrometrisi kullanilarak
tespit edilmesi ve desmin ve lamin b proteinlerinin gérev aldiklari ortak yolaklarin analizi ile
etkilesimin fonksiyonunun aydinlatiimasidir.

Yontem: Calismada zebra balidi (Danio rerio) iskelet kasi dokusundan protein izole

edilerek desmin ve lamin b proteinlerine yonelik antikorlar kullaniimis ve birlikte-immin
¢oktiirme yapilmistir. immiincoktiirme lizati poliakrilamid jelde yiiriitiilerek drnekler

molekuler agirhklarina gore 5 fraksiyona ayriimistir. Fragmante edilen jel InGel digestion

ile parcalanmistir. Analizler icin Thermo Scientific Q Exactive Quadrupole-Orbitrap Mass
Spectrometer with nano Liquid Chromatography cihazi kullaniimistir. Analiz sonrasi elde edilen
ham veri MaxQuant Proteome Discoverer programi kullanilarak islenmistir.

Bulgular: Desmin ve lamin B icin olasi etkilesim partnerleri belirlendikten sonra, elde edilen
protein listeleri farkl veri tabanlari kullanilarak analiz edilmistir. Baglanma partnerlerinin genel
olarak aktin-, kalsiyum iyonu-, ATP-baglayici, motor aktivitesi olan ve sitoiskelet organizasyonu,
iskelet kasI ve kardiyosit farklilasmasi ile kas kasilmasinda goérevli proteinler oldugu tespit
edilmistir. Ayrica ilgi cekici bir bicimde transkripsiyonel bir kofaktor ve stres yanitina cevapta
gorevli bir protein de listede gorilmustir.

Sonugc: Desmin ve lamin b etkilesim aginda yer alan yeni aday proteinlerin tespit edilmesi ile
bu iki proteinin etkilesiminin iskelet kasi farklilasmasi ve kasilmasinda gorev alabilecegine
dair ilk defa onciil veriler elde edilmistir. Elde edilen veriler isiginda fonksiyonel analizlerin
yapllmasiyla kas fizyolojisine dair yeni bilgiler elde edilebilecektir. Calisma Hacettepe
Universitesi BAP Birimi tarafindan desteklenmistir (THD-2018-17210).
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Embriyonik K6k Hiicrelerde Setd3 Proteiniyle iliskili Proteinlerin Proteomik Acidan
Belirlenmesi

Gozde Giiven, Ezgi Giil Keskin, Emre Balbasi, Nihal Terzi Cizmecioglu
Orta Dogu Teknik Universitesi

Amac: Embriyonik gelisim gen ifadesinin yiiksek oranda regiile edildigi bir asamadir. Gelisimin
ilk evrelerinde pluripotentligi saglayan belirli transkripsiyon faktorleri yliksek miktarda ifade
edilirken hucre farklilasmaya gittiginde bu genlerin ifadesi yerini farklilasmaya spesifik genlere
birakir. Gen ifadelerinin bu regtilasyonu belirli epigenetik faktorler ile diizenlenir. Projenin 6n
calismasinda, fare EKH’lerinin farklilasmasinda gorev alan epigenetik faktorlere karsi shRNA
taramasi yapilmistir. Bu tarama sonucunda Setd3 proteinini ifade eden gen susturuldugunda
fare EKH’lerinin mezoderm ve endoderm tabakalarina farklilasamadigi gorilmustir. Projenin
amaci ise fare EKH’lerde Setd3 ile iliskili proteinleri proteomik agidan belirlemektir. Bu sonug,
Setd3 proteininin EKH farklilasmasindaki roltiini anlamamizda yardimci olacaktir.

Yontem: Oncelikle SETD3 proteini ile iliskili proteinlerin belirlenmesi icin biyotinleme enzimi
BirAlyi stabil bir bicimde ifade eden hiicrelerden (J1BirA) biyotin etiketli Setd3 sentezleyen
fare EKH hatti olusturuldu. Streptavidin yardimi ile ¢oktirilen biyotinlenmis Setd3 proteini
icin kiitle spektrometre analizi yapildi. Elde edilen proteinler icin biyoinformatik analiz yapild;
proteinlerin hiicre icindeki konumu, kompleks ve yolak bilgisi, ifade miktari g6z éntine alindi.
Secilen proteinler icin JIBirA arka planinda Setd3 immunocdkeltmesi yapildi. Setd3 ile fiziksel
etkilesimi bulunan proteinlerin endojenik Setd3 ile etkilesimi icin protein G kapli manyetik
boncuklar ile CJ9 ata hiicresi arka planinda ¢oktiirme yapildi.

Bulgular: Kitle spektrometre sonucunda elde edilen proteinlerin biyoinformatik analizi
sonucunda elimizde Setd3 ile etkilesimi immunocokeltme ile kontrol edilebilecek 10’a
yakin protein bulundu. Streptavidin ¢oktlirmesi sonucunda Brd2 ve Tfcp2l1 proteinlerinin
biyotinlenmis Setd3 ile fiziksel etkilesimi gorildi. Ardindan yapilan protein G
imminocokeltmesinden de ayni sonuglar elde edilerek endojen Setd3 ile Brd2 ve Tfcp2l1
proteinlerinin etkilesimi teyit edildi.

Sonug: Metiltransferaz gorevi olan Setd3 proteininin fare EKH’lerinde Brd2 ve Tfcp2l1ile
fiziksel etkilesimi bulunmustur. Brd2, yiiksek miktarda asetile olmus kromatin bdlgelerine
baglanir, bu nedenle Setd3 ile etkilesimi kromatin regtilasyonunda énemli olabilir. Tfcp2l1
ise fare EKH’lerinin pluripotentliginin korumasinda dnemli bir proteindir. Bu etkilesimler kok
hicrelerin pluripotentlik-farklilasma dongtistinde dnemli bir rol oynayabilir.
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Hiicre Béliinmesi Siirecince Fosfo-Proteinlerin Yapisal Ozelliklerinin Sistematik Analizi

Altug Kamacioglu', Nurhan Ozlii', Nurcan Tuncbag?
' Kog¢ Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii
2 ODTU Enformatik Enstitiisii Biyoinformatik Anabilim Dali Saglik Bilisimi Bolimii

Amac: Fosforilasyon, hiicre boliinmesi stirecindeki en 6nemli diizenleyicilerden biridir.
Fosforile olabilen proteinlerin translasyon sonrasi modifikasyonlari, hiicre bdliinmesini bircok
alanda duzenler; 6rnegin proteinlerin aktivasyonu ile genetik materyalin bolinmesinde,
kromozomlarin bélinmesinde ve sitokinezin gergceklesmesinde rol alirlar. Simdiye kadar
proteinlerin hiicre bélinmesi sirasinda dinamik olarak diizenlenen, fosforile veya defosforile
olan bdolgelerini iceren bircok blylik capli kantitatif fosfoproteomik analizler yapiimistir. Bu
analizler sonucunda farkli mitoz evrelerine 6zgi degisime ugrayan fosforliasyon-bdlgeleri

ve bu bdlgelere 6zgu kinazlar bulunmustur. Bunun yaninda tek bir protein yapisi ve
fosforilasyon-bolgesine odaklanan calismalar yapilmis olsa da, sistematik olarak bitiin mitoz
fosforilasyonlarini kapsayan bir yapisal fosfoproteomik analiz bulunmamaktadir. Bu sebeple bu
calismada, fosforilasyon-bolgelerinin goreceli solvent erisilebilirliklerine gore fosforilasyonun
yapisal mekanizmasina odaklaniimistir.

Yontem: Data; mitozda fosforile olan, sitokinezde fosforile olan ve mitozda fosforilden
arinan proteinlerin kantitatif fosfoproteomik analizi yapilarak olusturulmustur. Bu calisma
surecinde farkli hiicre boliinmesi evrelerindeki yapisal modelleri bulabilmek icin nemli
olctide fosforilasyon degisimi olan fosfo-proteinler, PDB veritabanindaki yapilarina gére
arastinimaktadir.

Bulgular: Fosforilasyon-bolgeleri kararsiz yapilarindan dolayi, proteinlerin yapisal verilerinde
fosforilasyon-bolgeleri az sayida bulunmustur. Merkeze doniik fosforilasyon-bolgeleri ender
olup ¢cogunlugu ytizeye yakin yerlerde konumlanmis olarak bulunmustur. Fosforilasyon-
bolgelerinin tamaminin kinazlarin/fosfotazlarin erisebilecegi bélgede olmalari beklenirken;
aksine, protein merkezinde de fosforilasyon-bdlgeleri tespit edilmistir. Goreceli fosforilasyon-
boélgesi konumu ve bu konumun hiicre béliinmesinde gorevli olan proteinlerin fosforilasyon
ve defosforilasyon orani arasindaki iliski, bu bélgelerin kinaz/fosfotaz etkilesim modelini de
kapsayacak sekilde arastinimaktadir.

Sonug: Fosforilasyon-bolgelerinin proteindeki konumunun, hiicre boliinmesinde gorevli olan
proteinlerin fosforile ve defosforile olmasinda etkili oldugu distintlmektedir.
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Tiimore Ozgii Alternatif Uc Birlestirme Olaylari ve Bunlarin Etkilesimlere Etkisi

Habibe Cansu Demirel', Nurcan Tuncbag?

' Orta Dogu Teknik Universitesi, Enformatik Enstitiisii, Saglk Bilisimi Anabilim Dali, Tip
Bilisimi Bolimu

2Orta Dogu Teknik Universitesi, Enformatik Enstitiisti, Saglik Bilisimi Anabilim Dali

Amag: Alternatif ug birlestirme bir genden, farkl yapilara sahip proteinlerin tretilmesine
imkan verir. Etkilesim aglari acisindan bakildiginda bu yapisal degisiklikler yeni etkilesimlerin
kazanilmasina veya var olan etkilesimlerin kaybedilmesine yol acabilir. Alternatif uc birlestirme
olaylarindaki degisimler kanser de dahil olmak lzere farkl hastaliklarla iliskilendirilmistir. Bu
calismada amacimiz bu olaylarin protein yapisinda meydana getirdigi degisiklikleri ve gen
anlatim seviyelerini kullanarak her bir hastaya 6zgi timor mekanizmasini daha iyi temsil eden
etkilesim aglari olusturmaktir.

Yontem: Bu calismada, TCGA'den elde ettigimiz 400 meme kanseri ve 112 saglikl doku
RNA-seq verisini kullanarak timor orneklerinde artmis ekspresyon gosteren transkriptleri
bulduk. Bunlari UniProt'ta bulunan izoformlarla eslestirdik. Ayrica, farkli kaynaklarla bir yapisal
interaktom olusturduk ve izoformlarda bulunan eksik bolgeleri protein etkilesim araytizleriyle
karsilastirarak potansiyel etkilesim kayiplarini ¢cikardik. Boylece, her bir érnek icin, biri baskin
izoformlarin (terminal seti) yol actigi etkilesim kayiplarina gore, digeriyse ekspresyona gore
filtrelenmis iki interaktom elde ettik. Sonrasinda, Omics Integrator aracini her iki interaktom
icin ayni terminal setiyle galistirarak her bir 6rnek icin iki farkl etkilesim agi seti elde ettik.
Son olarak ¢ikan iki farkli etkilesim agini ve olusturulan tim etkilesim aglarini karsilastirarak
hastalari benzerliklerine gére gruplandirabilecek yolak, etkilesim ve protein diizenlerini agiga
cikardik.

Bulgular: Etkilesim kaybeden proteinler tizerinde yapilan zenginlestirme analizinin sonuclarini
kiimeleyerek hastalarimizin alt gruplara ayrilabilecegini ve en belirgin gruplarindan birinin
telomerlerle ilgili gen setlerini icerdigini gosterdik. Ayrica, her hastada bu proteinlerin en az
birinin kanser yolaklarinda bulundugunu ve kaybedilen protein ylizeylerini protein-ilag ve
protein—DNA arayuzleriyle karsilastirarak tim hastalarda benzer dagilim gosteren etkilesimleri
cikardik. Devam eden calismamizda kaybedilen DNA—transkripsiyon faktori etkilesimlerinin
genlerin ifadelerinde sebep oldugu degisimleri incelemeyi ve hastalarin yaslari, yasam
sureleri gibi bilgileri entegre ederek hastaya 6zel tedavi yaklasimlarina fayda saglayacak
gruplandirmalar ve iliskiler elde etmeyi hedefliyoruz.

Sonug: Alternatif ug birlestirme olaylar etkilesim aglarinda belirgin degisikliklere sebep olabilir
ve yeni eklenen veya kaybedilen etkilesimler sayesinde hasta gruplarina 6zgu yaklasimlar
geligtirilebilir.
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Beyin Hasar1 Sonrasi Bmal1 Proteininin Etkiledigi Sinyal Yolaklarinin Proteomik Analizi

Elif Ozbay', Mustafa Caglar Beker?, Ahmet Burak Caglayan?, Melike Ding', Ertugrul Kilig2
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Amacg: Sirkadiyen ritmin belirlenmesi ve surdirilmesinde 6nemli bir gérevli olan Aril
Hidrokarbon Reseptor Taslyici-1 (Bmal1)’in 6zellikle beyin felci gibi nérodejeneratif hastaliklarin
patofizyolojilerinde de bir roli oldugu distinilmektedir. Bu ¢calismada lentiviral vektorler
vasitaslyla protein seviyesi arttiriimis veya azaltiimis Bmal?'in farelerde gergeklestirilen beyin
felci modeli sonrasinda DNA hasari ve hiicre ici sinyal yolaklari Gizerine olan etkilerinin
arastirimasi hedeflenmistir.

Yontem: Lentiviral vektorler vasitasiyla Bmal1 protein seviyesi arttirilmis (n=7) veya azaltiimis
(n=7) 8-12 haftalik erkek C57BL/6 farelere 30 dakikalik orta serebral arter tikanmasi modeliyle
beyin felci gerceklestirilmistir. iskemi sonrasi 72 saat reperfiizyon uygulanan fareler sakrifiye
edildikten sonra alinan koronal beyin kesitlerinden TUNEL boyamasiyla apoptotik hiicre sayisi
belirlenmistir. Bmal1 protein seviyesindeki artisin veya azalisin beyin felci sonrasindaki sinyal
iletim yolaklari Uzerine olan etkilerinin proteomik incelemesi icin; beyin dokularindan protein
ekstraksiyonu yapilmis, ardindan FASP (Filtre yardimli 6rnek hazirlama) protokolu ile elde
edilen triptik peptitler, yiiksek ¢dzinurlukli sivi kromatografisi kiitle spektrometresi (LC-MS/
MS) seklinde ACQUITY UPLC M-Class SYNAPT G2-Si (Waters) cihazinda analiz edilmistir.
Progenesis QI-P programi kullanilarak isaretlemesiz bagil kantifikasyon yontemi ile fark
gozlenen diferansiyel proteinler tespit edilmistir.

Bulgular: Bmal1 protein seviyesi arttirlmis farelerde apoptotik hiicre sayisinin azaldigi, protein
seviyesi azaltiimis farelerde apoptotik hiicre sayisinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli seviyede arttigi gézlenmistir. Yapilan proteomik analizler vasitasiyla her bir
grup icgin yaklasik olarak 1400 protein tanimlanmistir. Tanimlanan proteinler icerisinden Bmal1
proteinin seviyesinin artisina bagh olarak 20 proteinin, Bmal1 ifadesinin azaltiimasi sonucu

32 proteinin istatistiksel olarak anlamh (p<0.05 ve en az 1.4 kat fark) dlclide ekspresyonunun
degistigi gosterilmistir.

Sonugc: Calismadan elde edilen sonuclar, Bmal1 protein seviyesindeki degdisiklikler beyin
felci sonrasinda gelisen hasar mekanizmalarini etkiledigi gdsterilmistir. Proje kapsaminda
elde edilen sonuglarin tedavi amach yeni hedef molekdillerin tespitine katki saglayacagdi
dustinilmektedir. Bu calisma TUBITAK tarafindan desteklenmektedir (118S306).
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Plazma Membran ve Kortikal Aktin Ag Arasinda Koprii Kuran CLIC4 ve CLIC1 Basarili Bir
Sitokinez igin Gereklidir

Zeynep Cansu Uretmen Kagiali, Nazan Saner, Mehmet Akdag, Erdem Sanal, Beste Senem
Degirmenci, Giirkan Mollaoglu, Nurhan Ozlii
Koc Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bsliimii

CLIC4 ve CLIC1 proteinleri, yapisal olarak glutatyon S-transferaz (GST) ile benzerlik gosteren
ve turler arasinda iyi korunmus olan klorid hiicre ici kanallari (Chloride Intracellular Channel,
CLIC) protein ailesinin tyeleridir. Hiicresel faaliyetlerinde kortikal aktin sitoskeleton ile
iliskilendirilen CLIC proteinlerinin sitokinez sirasindaki calisma mekanizmasi ilk kez bu
calismada tanimlanmistir. CLIC4 proteininin sitokinez baslangicinda RhoAya bagl bir sekilde
once kesim oyuguna, daha sonra da ig kalintisina yerlestigi gézlenmistir. CLIC4 proteininin
hiicre dongusu temelli dinamik yerlesiminin, GST ile iliskili olan amino asitlerinin (C35A ve
F37D) mutasyona ugratiimasiyla ortadan kalktigr gortlmustur. CLIC4 proteininin sitokinez
sirasindaki yer degisiminde etkin olabilecegdi diistintlen proteinlerin kesfedilebilmesi icin
yakinliga bagli BiolD yéntemi kullanilarak normal ve mutant CLIC4 (C35A) etkilesim aglari
sistematik olarak karsilastirildi. Hiicre bolinmesinde rol oynadigi bilinen ezrin, anillin ve ALIX
proteinleri, yapilan proteomik analiz sonucunda normal CLIC4 proteinine 6zgti etkilesim
partnerleri olarak tanimlanmistir. CLIC4-ezrin etkilesimi incelendiginde, pozitif bir geribildirim
dongustntin ezrin fosforilasyonu ile CLIC4 proteininin kesim oyugu yerlesimini diizenledigi
gozlenmistir. CLIC1 ve CLIC4 genlerinin tahribi, hiicrelerin kutup korteksinde anormal hiicre
zar uzantilarina ve geg sitokinezde gerceklesen kesim oyugu regresyonuna, dolayisiyla ¢ok
cekirdekli hiicre olusumuna neden olmustur. Ozetle, CLIC proteinleri kortikal stabilitenin
saglanmasi ve sitokinezin basarili bir sekilde tamamlanabilmesi icin hiicre kutup korteksinde
ve kesim oyugundaki plazma membran ve aktin sitoskeleton arasinda ezrin ile birlikte képri
gorevi gormektedir.
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Seffaf Hiicreli Tip Renal Hiicreli Karsinomun Kantitatif Proteomik Analizi
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Omer Acar3, Nurhan Ozl
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Renal hiicreli karsinom (Renal Cell Carcinoma, RCC) hem erkeklerde hem de kadinlarda en

sik gortlen on kanser turtinden biridir. Ayni zamanda Urolojik kanserler arasinda en yaygin

ve oldirici olanidir. Ancak RCC’de, kemoterapi veya radyoterapi gibi geleneksel tedaviler
yetersiz kaldigi icin direkt cerrahi yontem ile timortn ¢ikarilmasi yoluna gidilmektedir.
Biyobelirtecler kansere neden olan mekanizmalar tanimlamaya ve timor heterojenligi
sorununu asmaya yardimci olabilir, fakat su anda seffaf hiicreli RCC (clear cell RCC) icin klinikte
kullanilabilecek evrensel biyobelirtecler bulunmamaktadir. Bu calismada, RCC hastalari igin
bes proteinden olusan bir panel tanimlanmis ve karakterize edilmistir.

On (¢ hastadan elde edilen donmus timor ve cevresindeki normal doku ile yapilan
dimetilasyon bazli kantitatif proteomik analiz sonucunda toplam 10,160 protein tanimlandi.
Normal doku ile karsilastirildiginda timoér dokusunda toplam 955 protein ifadesinin 6nemli
seviyede degistigi tespit edildi. Kanserle iliskili yolaklar arasinda timor kitlesinde en belirgin
artis gosterenler Tip Il interferon sinyal yolu, DNA hasar tepkisi, HIF1a sag kalim sinyal yolu,
EPO reseptor sinyal yolu, PI3K-Akt-mTOR sinyal yolu ve integrin aracili hiicre adezyonudur.

Secilen timorlerde 6nemli seviyede artmis olan bes biyobelirte¢ aday hem kesif kohorttan
alinan timor ve cevre normal doku drneklerinde hem de daha genis bagimsiz bir hasta
kohorttan alinan dokularda immunoblotlama, immunohistokimyasal boyama ve kiitle
spektrometrisi bazl paralel reaksiyon izleme ile dogrulandi. Ayrica sonuclarimiz aday protein
ifadelerinin intratimor heterojenliginden etkilenmedigini ve dolayisiyla evrensel biyobelirteg
olarak uygun olduklarini gostermektedir. Bir baska dnemli bulgu olan biyobelirteclerin RCC’nin
alt tiplerinde farkl ifade olmasi, bu biyobelirteclerin patoloji temelli RCC alt tiplerini ayirt
etmekteki kullanimini giiclendirecektir.

Ayrica, ccRCC hastalarinin heterojen proteom profillerine goére bilisimsel bir yaklasim ile ¢ ayri
grupta kiimelendirilmesi éngériildii. Onerilen gruplar hiyerarsik kiimeleme ve temel bilesen
analizi (principal component analysis) yapilarak incelendi ve gruplarin, timor derecesinden ve
evresinden bagimsiz bir karakter sergiledigi gozlendi. Kimeler, mTOR, Nrf2, TGF(3 ve PDGFR
yolaklari gibi kanser seyri ile iligkili sinyal aktivitelerde belirgin farklliklar gostermektedir.
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SerpinB1 Ekspresyonunun Gliomalarin Prognozu ve IDH1 Mutasyonu lle iliskisi
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Amag: Glioblastoma, yetiskinlerde sik goriilen oldukca agresif ve invazif karakterli malign bir
beyin timoriudiir. Glioblastoma (GB) igin uygulanan giincel tedavi yontemi; cerrahi rezeksiyonu
takiben adjuvan radyoterapi ve kemoterapidir. Ancak tedavi sonrasinda bile hastalarin

sag kalim streleri ortalama 12-15 ay ile sinirl kalmaktadir. Ayrica mevcut tedaviye ragmen
nikseden GB icin yeni biyobelirteclerin kesfine yonelik stratejik yaklasimlarin gelistiriimesine
ihtiyac vardir. Farkli kanserlerde prognostik belirte¢ oldugu belirtilen SerpinB1, bir serin proteaz
inhibitortidur. Dogustan gelen immiin yanitlarda, enflamasyonda ve hlicresel homeostazda
onemli bir rol oynamaktadir. SerpinB1’in ¢esitli timor hiicrelerindeki ekspresyonu; kanser
hiicre goc¢l ve invazyonu ile baglantili bulunmustur. Ancak gliomanin SerpinB1 iliskili
patofizyolojisi ve hastaya 6zgl genetik arka plani tGizerinde yapilan ¢calismalar oldukga sinirlidir.
Bu sebep ile calismamizda SerpinBT1’in glioma hastalarinin patolojik belirteclerinden IDH1
mutasyon durumu ve dolayisiyla hastaligin prognozu ile iliskisi aydinlatiimak istenmistir.

Yontem: Calismamizda, SerpinB1 ekspresyonu ile hastaligin progresyonu arasindaki olasi
baglantiyr arastirmak icin gliomalar, glioblastoma (GB) ve glioblastoma olmayan gliomalar
(non-GB) olarak gruplandiriimistir. Bu gruplardan elde edilen timor doku lizatlari kiitle
spektrometrisi ile analiz edilmistir. TUmor dokusu 6rneklerinin SerpinB1 ekspresyonu western
blot ve immunohistokimyasal yontemler ile analiz edilmis, gruplar arasi farkhhklar Student t-test
ile hesaplanmistir.

Bulgular: SerpinB1in, GB’lerde diger gliomalara kiyasla daha az ifade edildigi gosterilmis
ve bununla birlikte immunohistokimyasal boyamalar sonucu SerpinB1 negatif olan ylksek
grad glioma ve GB’lerin tamaminda mutant IDH1 g6zlemlenmemistir. Buna karsilik SerpinB1
pozitif yiksek gradl gliom olgularinin tamaminda IDH1 mutasyonu saptanmistir. Dolayisiyla
SerpinBTin artan ekspresyonun gliomalarda iyi prognozla baglantili oldugu tespit edilmistir.

Sonug: Bu bulgular ile gliomalarda SerpinB1 ekspresyonunun azalisinin kot prognozla iliskili
oldugu saptanmistir. Boylece, SerpinB1in GB’ler icin yeni bir terapotik hedef olabilecegi
gosterilmistir.
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Monoklonal Antikor Yapisindaki Biyobenzer ve Referans ilaclarin Stres Kosullarindaki
Davraniglarinin Kiitle Spektrometresi lle incelenmesi

Ahmet Emin Atik
Turgut ilaglan A.S. Biyoteknoloji Gelistirme Merkezi

Amac: Monoklonal antikorlar immiinglobulin (IgG) glikoprotein yapisina sahip biyoteknolojik
ilaclardir. Referans (orijinator) ilaclarin patent surelerinin dolmasi biyobenzer ilaglarin
ruhsatlandirilip satisa sunulmasina olanak saglamistir. Biyobenzer ila¢c daha 6nce
ruhsatlandirilan biyofarmasétik ilag ile kalite, etkinlik ve giivenlik bakimindan benzerlik
gosteren ilaglardir. Stres kosullari altindaki (kimyasal oksidasyon veya yliksek sicaklik) referans
ve biyobenzer urlinlerin peptit haritalama analizleri ile translasyon sonrasi modifikasyon (PTM)
miktarlari karsilastiriimistir.

Yontem: Peptit haritalama analizleri icin ultra performansli sivi kromatografisi (UPLC) ile
birlestiriimis kuadrupol-ucus zamani (Q-TOF) kiitle spektrometresi kullaniimistir. IgG1 yapisina
sahip referans ve biyobenzer ilag iki farkli stres kosuluna ayri ayri maruz birakilmistir. Birinci
stres kosulu, farkli hidrojen peroksit (H202) konsantrasyonlari ile her iki Griinlinde 24 saat
boyunca inkiibe edilmesidir. ikinci stres kosulu olarak da +37 °C ve +50 °C’de 3 giin ve 1 hafta
suire inklibasyondur. PTM’lardaki degisiklikleri dogru ve gtivenilir bir sekilde hesaplanabilmesi
icin peptit haritalama analiz metodu optimize edilmistir.

Bulgular: Peptit haritalama analizleri sirasinda glikoproteine tripsin enzimi eklenmeden 6nce
enzimatik parcalanmayi hizlandiracak bir siirfaktant eklenmistir ve bu kimyasalin yardimiyla
tripsin enziminin 30 dakika icinde etkili calismasi saglanmistir.

Kimyasal oksidasyon sonucunda glikoproteindeki metiyonin amino asitlerinin (Met, M)
oksidasyona ugradigi gézlemlenmistir. Ozellikle glikoproteinlerin Fc bélgesinde bulunan iki
metiyonininde (M256 ve M432) 0.5%’lik H202 stresinde tamamen oksidasyona ugradigi
gosterilmistir. H202 konsantrasyonundaki artis ile metiyonin oksidasyonu miktarlari arasinda
dogru orantili bir artis oldugu saptanmistir.

Sicaklik stresi ile asparajin amino asitinde (Asn, N) gozlemlenen deamidasyon ve
glikoproteinin agir zincir N-ucu tarafindaki glutamik asitin (Glu, E) halkalasma reaksiyonu
ile piroglutamik asite (pE) donlismesine ait PTM’lar belirlenmistir. Sicaklik stresi ile 6zellikle
deamidasyon ve piroglutamik asit modifikasyonlarinda artislar gozlemlenmistir.

Sonug: Optimize edilen analiz metodu ile hem referans hem de biyobenzer ilagdaki PTM
seviyeleri dogru ve guvenilir bir sekilde tespit edilmistir. Her iki ilacdaki PTM seviyelerinin ayni
stres kosullarinda benzer modifikasyon egilimleri gostermesi referans ve biyobenzer ilacin ¢
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insan Kan Plazmasinda Kalabalik Eden Proteinleri Nasil Uzaklastirmali?
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Amag: Kan plazmasi, icerdigi proteinlerin ifadelenme diizeyleri bakimindan oldukga

heterojen bir dagilim gostermektedir dyle ki miktar olarak fazla bulunan bazi proteinler (HAP),
miktarca az bulunan diger proteinler (LAP) tGizerinde maskeleme yaparak onlarin tespitini
guclestirmektedir. Bu sorunun ustesinden gelebilmek icin literatlirde alternatif metotlar yer
alsa da ticari 6n hazirlama kit kullanimi sik basvurulan yontemlerin basinda gelir. Bu ¢calismada,
farkh prensiplerle ¢alisan iki trlinlin; protein sayisi, kullanim kolayligi ve maliyet gibi unsurlar
dikkate alinarak degerlendiriimesi amaclanmistir.

Yontem: Secilen Urlinlerden HighSelect TOP14 (Thermo), dnceden belirlenmis 14 fazla proteini
uzaklastirmaya dayanirken, diger triin Proteominer (BioRad) esseviyeli peptit ligandlar
kullanarak protein seviyesinde dengenin olusmasini saglar. Deney duzenedi, iki biyolojik
tekrar, iki ornek hazirlama tekrari ve iki teknik tekrar icerir dolayisiyla toplamda 12 adet hplc
enjeksiyonu gerceklestirilmistir. Mikro akisli Acquity UPLC ve iyon mobilite 6zellikli Synapt
G2-Si Kitle Spektrometresi (Waters) cihazlarindan DIA ile toplanan datalar MSE yontemi ile
Protenesis QIP programinda biyoinformatik olarak incelenmistir.

Bulgular: Tek enjeksiyona dayali analizde, tanimlanmis protein sayisi bakimindan Proteominer
nispeten daha fazla sayida sonug verse de bunun icin 200 mikrolitre plazma tiiketimi
gerceklesir. Oysa HighSelect TOP14 icin orta boyutta kullanildiginda 100, ufak boyutta
kullanildiginda 10 mikrolitre plazma yeterlidir.

Sonuc: insan kani, viicudun her yerine erismesi sebebiyle bireyin saglik durumuna dair icerdigi
bilgi bakimindan ¢ok degerli bir biyolojik drnektir. Proteomik arastirmalarinin klinik sahadaki
uygulamalarinda, kan ve 6zellikle kan urtinlerinden plazma/serum onemli bir yer teskil eder.
Bilhassa iki ya da daha fazla durumun karsilastirimasina dayanan diferansiyel proteomik
calismalarinda, belirli bir hastaliga yonelik biyobelirte¢c goérevi géren farkli proteinlerin tespiti
icin tercih edilir. iki farkl, protein uzaklastirma kitinin karsilastirildigi bu calismada Proteominer
ile tespit edilen tekrarh protein sayisinin “30-35% oraninda daha yiiksek oldugunu
gozlemledik ne var ki 6rnek miktar azligi, pratiklik, esnek kullanim secenekleri ve maliyet gibi
unsurlar 6zellikle numune boyutunun biyik oldugu klinik proteomik projelerinde HighSelect
TOP14 Un tercih edilebilirligini arttirabilir.
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Gossypium Hirsutum Format Dehidrogenaz Enzimi Uzerine Bélge Doygunluk Mutasyonu
Uygulamalan

Kiibra Atik, Emel Ordu
Yildiz Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Bollimii

Amac: NAD+-bagimli format dehidrogenazlar (FDH, EC 1.2.1.2), format ve NAD+'In
karbondioksit ve NADH’ye donusuimunu katalize etmektedir. Dolayisiyla kiral olarak saf
alkollerin olusturulmasi icin aldehitlerin ve ketonlarin enzimatik indirgenmesinde kullaniimasi
gereken ve pahali bir koenzim olan NADH’nin rejenerasyonunda dnemli bir potansiyele
sahiptir. NAD+ - bagimli format dehidrogenazlarla ilgili literatiir incelendiginde FDH ile ilgili
calismalarin mikroorganizmalar lizerinde yogunlastigi, bitki kaynakli FDH’lerin biyoteknolojik
kullanilabilirliginin degerlendiriimesinde 6nemli bir bosluk oldugu gériilmektedir. Bu nedenle
calismamizda pamuk bitkisinden izole edilerek E.coli konakgi hiicresinde rekombinant
olarak ekspresyonu yapilmis olan Gossypium hirsutum FDH (GhFDH) enziminin NAD(P)H
rejenerasyonu ya da karbondioksit redtiksiyonu gibi biyoteknolojik uygulamalarda kullaniima
potansiyelinin gelistiriimesi amaclanmistir. Bu amacla, koenzim spesifitesini gelistirmek tzere
Arabidopsis thaliana FDH enziminin l¢ boyutlu yapisina dayali olarak olusturulan homoloji
model Gzerinde koenzim baglanma spesifitesinden sorumlu bolge tespit edilerek doygunluk
mutasyonu uygulanmasi yapilmistir.

Yontem: Bolge doygunluk mutasyonu ile hedef bolgeye uygun dejenere primerler kullanilarak
PCR yoluyla akilli mutant kitiiphane olusturulmustur. Aktivite taramasiyla basaril mutantlar
secilmis ve secilen mutantlarin overekspresyonu gerceklestirilerek ylksek saflikta proteinler
elde edilmistir.

Bulgular: Mutant GhFDH’nin overekspresyonunun ardindan SDS-PAGE yontemi ile mutant
proteinin>%95 oraninda saflastirilabildigi tespit edilmistir. Aktivite taramalari sonucu belirlenen
bazi mutantlarin yabanil tip GhFDH’ye gére daha yliksek aktivite degerleri gosterdigi
belirlenmistir.

Sonug: Mutant GhFDH enzimlerinin aktivite ve stabilite karakterizasyonu calismalari
devam etmektedir. Elde edilecek mutantlarin koenzim spesifitelerinin gelistirilmis olmasi
beklenmektedir.

Bu calisma Yildiz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatérliigii tarafindan
desteklenmektedir: Proje Numarasi: FYL-2020-3787.
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Metagenomik Yaklasimla Elde Edilen Endoglukanaz Enziminin Karakterizasyonu

Furkan Abdullah Calis, Hasan Demirci, Guinseli Kurt-Giir, Emel Ordu
Yildiz Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Bolumii

Amac: Kiiresel biyoyakit tiretimi oldukga buyiik bir sektdr haline gelmisse de Uretim

surecinde halen teknolojik tikanikliklar mevcuttur. Biyoetanol Uretim siirecinde fermentasyon
isleminden 6nce, seltiloz ve hemiselliloz gibi bitki polisakkaridlerinin hidrolize edilerek

pentoz, heksoz gibi fermente edilebilir monosakkaritlere donustirilmesi bitkisel biyokutlenin
biyoetanole donusturilebilmesinde en kritik adimi olusturmaktadir. Dolayisiyla, diinya

capinda biyoetanol uretim rakamlari da gézéniune alindiginda endustriyel biyoetanol

Uretim stirecinde lignoselilozik biyokitkenin biyodegredasyonunu arttirmak tizere bitkisel
materyalin etkin bir sekilde hidrolizini saglayan ve endustriyel tiretim kosullarina dayanikl yeni
enzimlerin arastiriimasina ve gelistiriimesine diinya ¢capinda ihtiya¢ duyulmaktadir. Seltilozun
biyodegredasyonu icin 3 fakli sellilaz enziminin birlesimi gereklidir. Bunlar seliiloz zincirindeki
internal bolgelere etki eden endoglukanazlar (EC 3.2.1.4), uclara etki eden eksoglukanazlar (EC
3.2.1.91) ve ¢ozlinebilir sellodekstrin ve sellobiyozu glukoza hidrolize eden 8- glukosidazlar (EC
3.21.21) dir. Calismamizda CopyControl™ Fosmid Library Production Kit kullanilarak hazirlanan
kompost toprak metagenomik kitiiphanesinden tespit edilerek klonlanan ve ekspresyon

icin pQE-2 vektoriine aktarilan prokaryotik bir endoglukanaz enzimin karakterizasyonu
amaclanmaktadir.

Yontem: Metagenomik kutliphane aktivite taramalari sonucu seltilaz aktivitesi gosterdigi tespit
edilen fosmid klonu kalip olarak kullanilarak uygun primerler vasitasiyla yeni endoglukanaz
geni pJET vektoriine klonlandi. Dizi analizi ile tam nikleik asit dizisi belirlenen gen ekspresyon
icin pQE-2 vektorine aktarildi ve Dh5a E.coli hiicrelerine transformasyon yapildi. Uygun
sartlarda sivi kiilttirde buydtulen hiicrelerin SDS —PAGE ile ekspresyon seviyelerine bakildi.

Bulgular: SDS- PAGE sonucu overekspresyon gortilen hiicreler saflastirma ve karakterizasyon
analizleri icin daha bilylk Olcekte kdltiire alinarak cogaltiimakta ve aktivite analizleri devam
etmektedir.

Sonug¢: Metagenomik yaklasimla biyoetanol tretiminde bitkisel lignoselilitik biyokttleyi
parcalayabilecek endustriyel Uretim kosullarina dayanikl yeni bir rekombinant endoglukanaz
enzimi karakterize edilmis olacaktir. Enzim karakterizasyon calismalari devam etmektedir.

Bu calisma Yildiz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatérliigii tarafindan
2013-01-07-KAPO2 Proje Numarasi ile desteklenmisgtir.
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Halofilik Bir Candida Tiirlinden NAD(P)+-Bagimli Format Dehidrogenaz Klonlanmasi

Ozge Bassarag, Giinseli Kurt-Giir, Emel Ordu
Yildiz Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolumii

Amac: Format dehidrogenazlar (FDH, EC 1.2.1.2) metilotrofik mikroorganizmalar ve yiksek
bitkilerde yaygin olarak bulunan enzimlerdir. NAD(P)+-bagiml ve NAD(P)+-bagimsiz olmak
tizere baslica iki FDH enzim grubu bulunmaktadir. NAD(P)+- bagimsiz FDH’ler yiiksek CO2
indirgeyici aktiviteye sahiptir fakat tungsten ya da molibden gibi metal iyonlari, demir-

sulfir gruplari, selenosistein gibi yiiksek derecede oksijenlenebilen katalitik komponentler
icermelerinden dolayi endustriyel uygulamalar icin uygun degildir. Bu hedenle son dénemde
CO2 indirgeme sistemlerinde, hem atmosferik CO2 seviyesinin dustrilmesi, hem de hidrojen
enerjisi depolama sistemleri arastirmalarinda, NAD(P)+-bagimli FDH’ler tercih edilmektedir.
NAD(P)+-bagiml FDH’ler ayni zamanda formatin CO2’e oksidasyonu sirasinda NAD(P)+
koenzimini kullanarak NAD(P)H’e indirgemektedir. Boylece, hem CO2 indirgeme sistemlerinin
gelistiriimesindeki hem de kiral molekiillerin optikce saf olarak sentezlenmesi esnasinda
kullanilan NAD(P)H koenziminin yeniden eldesindeki 6nemi iki katina ¢ctkmaktadir. Dogal
FDH’lerin endustriyel tretimin zorlu kosullarinda etkili bir bicimde kullanilabilmesi icin bazi
yonleri yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle bu zorlu kosullarda daha aktif ve dayanikl olabilecek
ekstrem ortamlardan yeni FDH enzimlerinin kizolasyonu ve rekombinant ekspresyonu
onemlidir.

Yontem:Bu calismada laboratuarimizda halofilik bir ortamdan izole edilmis ve bir Candida
tird oldugu tespit edilmis mikroorganizmadan format dehidrogenaz enzimini kodlayan
gen bolgesinin izolasyonu ve pQE-2 ekspresyon vektoriinde ekspresyonunun yapilmasi
amaclanmaktadir. Korunmus boélgelerine gore dizayn edilen primerler kullanilarak PCR
vasitaslyla genomdan izole edilen gen ile pGEmt vektoriine klonlanmistir.

Bulgular: Sanger dizi analizi ile pGEmt vektoriine klonlandigi dogrulanan gen bolgesi
ekspresyon icin uygun primerler kullanilarak cogaltiimis ve pQE-2 vektoriine aktariimistir.
Ligasyon urlni E. coli Dh5alfa hiicrelerine transforme edilmistir. Pozitif klonlarin taranmasi
devam etmektedir. Ardindan ekspresyon ve aktivite calismalarina gecilecektir.

Sonug: Halofilik bir mikroorganizmadan izole edilerek rekombinant olarak eksprese edilen
bu yeni FDH enziminin farkli endistriyel Gretim kosullarinda gerekli olan distik pH ve yiiksek
sicaklik altinda daha yliksek aktiviteye ve kararliliga sahip olmasi beklenmektedir.
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Rekombinant MetE Alerjeninin IgE Baglanma Aktivitesi ve In Siliko Epitop Tahmini

Yunus Aksiit', Nazli Arda?
' istanbul Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisti, Molekiiler Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dali
2 jstanbul Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bdlimii

Amac: Polenler, alerjik hastaliklarin ortaya cikmasindaki en dnemli aeroalerjenler arasinda
sayllmaktadir. GUinimuzde polen alerjisinin tani ve tedavisinde kullaniimak tzere rekombinant
alerjenler Uretilmektedir. Ayrica alerjene spesifik immunoterapi stratejilerinden biri de
alerjenlerin B ve T hiicre epitoplarinin aydinlatiimasidir. Bu calisma, daha 6nce

Morus alba L. (akdut) poleninde bulunan ve rekombinant olarak urettigimiz kobalamin
bagimsiz metiyonin sentaz (metE) alerjeninin alerjik hastalardaki spesifik IgE duyarliliginin
gosterilmesini ve in siliko temelli B ve T hiicre epitoplarinin belirlenmesini amaclamistir.

Yontem: Rekombinant metE’nin spesifik IgE duyarlihginin gosterilmesi icin hasta serumlari ile
Western blot analizi yapildi. MetE proteinin B hiicre epitoplarini belirlemek icin BepiPred 2.0
ve Bioinformatics Predicted Antigenic Peptides (BPAP) sistemleri kullanildi. T hiicre epitoplarini
belirlemek icin ise NetMHClIpan-3.2 ve NetMHCII 2.3 in siliko araglari kullanilarak analiz
yapildi.

Bulgular: Rekombinant metE’ye, 11 hastanin spesifik IgE duyarliligr gosterdigi belirnedi.

MetE proteinin BepiPred 2.0 ve BPAP araclarina gore olasi 5 B hiicre epitopu belirlendi.
NetMHClIpan-3.2 ve NetMHCII 2.3 in siliko araglari ile yapilan analiz sonucunda 7 tane T hiicre
epitopu tahmin edildi.

Sonug: Sonuclarimiz, rekombinant metE’nin dogal metE gibi hastalarda spesifik IgE
duyarliigina neden oldugunu gostermektedir. Ayrica in siliko araclar ile elde ettigimizBve T
hiicre epitoplari alerjene spesifik immunoterapi icin aday epitop dizileridir.
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Derin &grenme lle Meme Kanseri Alt Siniflarinin Proteomik Verilerine Dayali Olarak
Tahmini

Seyma Yasar, Cemil Colak, Saim Yologlu
indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tip Bilisimi Anabilimdali

Amac: Meme kanseri, kadinlarda en sik rastlanan kanser turtidir. Tani ve tedavide yeni
gelismelerin artmasina ragmen, giinimiizde hala énemli bir morbidite ve mortalite nedenidir.
Proteinlere iliskin ilgili bilgileri topluca ele alan proteomik, son zamanlarda Gizerinde durulan
onemli calisma alanlarindandir. Derin 6grenme, mevcut veriler tizerinde ¢ok sayida katmanli
yapay sinir agi ile model olusturarak, yeni veriler icin 6zelliklerin 6grenimi yardimiyla tahmin
yapmaya imkan saglayan bir yapay zeka yaklasimidir. Bu ¢alismanin amaci, proteomik verileri
kullanilarak, meme kanserinin molekdiler alt tiplerini (Bazal benzeri, HER2 pozitif, Luminal A,
Luminal B) tasarlanan derin 6grenme algoritmasi ile siniflandirmaktir.

Yontem: Bu calismada kullanilan veri seti, Clinical Proteomic Tumor Analysis Consortium (NCI/
NIH) tarafindan, 77 meme kanseri drneginin yayinlanmis Isobaric tags for relative and absolute
quantitation (iTRAQ) proteom profillemesinden olusmaktadir. Verilerdeki eksik degerler,
ortalamaya dayali kayip deger atama yontemi ile tamamlanmistir. Degisken seciminde

“Lasso Regresyon Modeli” kullaniimis ve 10 kat capraz gecerlilik yontemi ile 100 kez tekrara
baglandiktan sonra modele 15 defadan fazla alinan proteinler calismaya dahil edilmistir.

Son olarak meme kanserinin molekdiler alt tiplerini siniflamada derin 6grenme algoritmasi
kullaniimistir. Elde edilen siniflandirma bulgulari, dogruluk, F-skor, Matthews Korelasyon
Katsayisi (MCC) ve G-ortalama performans metrikleri ile degerlendirilmistir.

Bulgular: Onerilen modelin meme kanserini siniflandirmadaki genel dogruluk orani %91.53
olarak bulunmustur. Bu modelin meme kanserinin molekdler alt tiplerini siniflandirma
performanslari sirasiyla; Bazal benzeri icin dogruluk %96.43, F-skor %93.33, MCC %91.29,
G-ortalama %93.54, HER?2 pozitif igin dogruluk %94.74, F-skor %84.21, MCC %81.23,
G-ortalama %92.30, Luminal A icin dogruluk %98.18, F-skor %96.97, MCC %95.76, G-ortalama
%98.71 ve Luminal B icin dogruluk %93.10, F-skor %88.89, MCC %83.89, G-ortalama %91.89
olarak hesaplanmistir.

Sonug: Derin 6grenme algoritmasi kullanilarak tasarlanan modelin, meme kanserinin
molekdiler alt tiplerini siniflandirmada oldukga iyi performansa sahip oldugu belirlenmistir.
ilerleyen calismalarda farkli derin 6grenme mimarileri, meme kanserinin molekiiler alt tiplerini
daha yuksek dogrulukla siniflandiriimasinda kullanilabilir.
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Hiicre D6ngiisii Yolag: lle iliskili Genlerin Biyoinformatik Analiz lle Over Kanserinde
Belirlenmesi Kiitle Spektrometresi lle Biyobenzer ilaclarda Birincil Yapi Karakterizasyonu

Ozlem Timirci Kahraman', Giildal inal Giiltekin, Esin Bayrali', Murat isbilen3, Saliha Durmus?3,
Tunahan Cakir3, ilhan Yaylim', Turgay isbir*

' istanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, Molekiiler Tip Anabilim Dali
2 [stanbul Okan Universitesi, Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dali

3 Gebze Teknik Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Biyomiihendislik B&liimii

* Yeditepe Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

Amag: Bu calismada biyoinformatik analiz ile erken ve ileri evre over kanseri ile iliskili hiicre
dodngust yolaginin tanimlanmasi, bu yolakta farkli eksprese edilen genlerin belirlenmesi ve bu
genlerin prognostik degerlerinin incelenmesi amaclamistir.

Yontem: Erken ve ileri evre over kanseri 6rneklerini iceren mikroarray veri setlerinden
“GSE6008ve GSE14764” deney seti olarak,“GSE23603” ise validasyon seti olarak
ArrayExpress veri tabanindan alinmistir. Normalizasyonun ardindan, farkl eksprese edilen
genler (DEG) R yazilimi kullanilarak tespit edilmistir. DEG’lerin gen seti zenginlestirme
analizinde (gen ontolojisi ve yolak analizi) DAVID veri tabani, protein-protein etkilesim (PPI)
analizinde ise STRING veri tabani kullaniimistir.

Bulgular: ArrayExpress veritabanindan alinan 3 verisetinde 66 upregtle ve 40 downregiile
olmak lizere 106 ortak DEG tespit edilmistir. Gen ontolojisi analizi sonucunda DEG’lerin

21 biyolojik proses, 10 molekiiler fonksiyon ve 12 hiicresel bilesen grubu ile iliskili oldugu
belirlenmistir. KEGG yolak analizi sonucunda ise DEG’lerin hiicre donglist yolaginida iceren
4 farkli yolak ile baglantili oldugu gosterilmistir. Ayrica protein-protein etkilesim analizi
sonrasi networklere bakildiginda,hilicre dongust yolaginda farkli eksprese olan 4 genden
(RAD21,CHEK1,TFDP2,YWHAZ) 6zellikle CHEKTin merkezi bir role sahip oldugu tespit
edilmistir.

Sonug: Hiicre dongust yolagt ile iliskili bu genlerin ileri evre over kanserinin tani ve
tedavisinde prediktif bir biyobelirte¢ ve terapdtik bir ajan olabilecegi diistiniilmektedir.
Tanimlanan genlerin fonksiyonunu dogrulamak icin biyolojik deney gereksinimine ihtiyag
vardir.
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Pan-Kanser Datasindaki Sakl Siiriicii Mutasyonlarin Saptanmasi

Bengi Ruken Yavuz, Nurcan Tuncbag
Orta Dogu Teknik Universitesi

Amacg: Kanser genomiginde stirlict (driver) ve yolcu (passenger) mutasyonlara ek olarak
kanser hiicresine tek basinayken blyliime avantaji saglamayan, ancak yeni gelisen bir
mutasyonla birlikte bir kanser hiicresi fenotipi olusmasina neden olan mutasyonlar olarak
tanimlanan sakli (latent) surtici mutasyonlari tespit etmeyi amaclyoruz.

Yontem: TCGA, GENIE ve MSK Pan-Kanser datalarinda, ayni veya farkli proteinler tizerinde
tekrar eden anlamli mutasyon ikililerini Fisher Exact Test kullanarak belirliyoruz. Bu anlamli
ikilileri 3D protein yapisina esleyerek, birlikte hareket etme egilimi gosteren ikililerin protein
konformasyonu, fonksiyonu ve etkilesimleri Gizerindeki etkilerini degerlendiriyoruz. Ayrica bu
ikili mutasyonlari tasiyan ve tasimayan hastalarin yasam surelerini karsilastirip, timor ilerleyisini
hizlandiran veya yavaslatan ikilileri belirliyoruz. Bunlara ilave olarak hiicre hatlarindan
faydalanarak ikili mutasyonlarin ilag direnci veya hassasiyetini nasil etkiledigini buluyoruz.

Son olarak da mutasyon ikilileri arasindaki epistatik iliskileri tespit etmek amaciyla kanser
yolaklarinda bu ikililerin yakinliklarini buluyoruz.

Bulgular: Yaklasik olarak 1000 tane anlamh mutasyon ikilisi tespit ettik. Bunlarin yaklasik

850 tanesi ayrisik, 150 tanesi birlikte bulunma egiliminde. Bazi ayrisik ikililere sahip hlicre
hatlarinda ila¢ direncinde azalma oldugunu, bazilarinda da ila¢ hassasiyetinin ortadan kalktigini
tespit ettik. Ayrica belli kanser turlerinde ikili mutasyonlara sahip olan hastalarin yasam
surelerinin 6nemli dl¢iide kisaldigini gozlemledik. Calismamizin bundan sonraki kisminda
bulmus oldugumuz buttin anlamli ikililerin proteinin yapisi ve etkilesimleri Gizerindeki etkilerini
hasta odakli olarak incelemeyi planhyoruz.
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Oligodendrosit ve immiin Hiicreleri Arasinda Etkilesen Proteinlerin Belirlenmesi

Kiibra Yurduseven', Melis Serdar?, Isil Kurnaz3, Bilal Ersen Kerman*

' Gebze Teknik Universitesi, Biyoteknoloji Enstitiisii

2 jstanbul Medipol Universitesi, Biyomedikal Miihendisligi Boliimii

3 Gebze Teknik Universitesi, Biyoteknoloji Enstitiisii

4 jstanbul Medipol Universitesi, Uluslararasi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

Amag: Miyelin kilifi néronlarin etkili bilgi aktarimini saglar ve néronlarin fonksiyonu ve
hayatta kalmasi icin gereklidir. Multipl sklerozda (MS) immiin sistemin miyelin hasarina
(demiyelinizasyon) neden olmasi ile ndronlarin sinyal iletimi aksar ve kalici fonksiyonel
bozukluklar ortaya ¢ikar. MS’te etkili sinyal yolaklarini belirlemek amaciyla oligodendrosit-
immun hicreleri arasindaki 6nemli protein-protein etkilesimlerini (PPI'lari) tanimladik.

Yontem: Yayinlanmis proteome datalarinin toplanip birlestirilip MS hastaliginda dnemli
olabilecek proteinlerin analiz edilmesi. Ve bunlarin icinden etkilesimde olabilecek proteinlerin
belirlenmesi icin hiicre disinda bulunanlarin dolayisiyla yiizey proteinlerinin ve membran
proteinlerinin ve hicre disina salinan proteinlerin secilmesi.

Yayinlanmis veriler toplanarak oligodendrosit, makrofaj ve T hiicrelerinin proteom
veritabanlarini olusturduk. Python programlama dilinde yazdi§imiz bir program ile UniProt
veritabanindan bu proteinlerin hiicre ici lokolizasyonlarini belirledik. Diger hiicrelerin
proteinleri ile etkilesebilecek konumda olan, membran ve salgi proteinlerini sectik. BioGRID
Homo sapiens protein etkilesim veritabanini kullanarak, oligodendrosit proteinleri ile etkilesen
tim proteinleri analiz ettik. Bu etkilesim agindan makrofaj ve T hiicrelerine ait olan membran
ve salgi proteinlerini ¢ektik. Bu sekilde oligodentrosit-makrofaj ve oligodendrosit-T hilicresi
protein-protein interaksiyon (PPI) veritabanlarini elde ettik.

Bulgu: 2217 oligodendrosit proteini arasindan 397, 250 makrofaj proteini arasindan 76 ve
1505 T hicresi proteini arasindan 288 membran ve salgi proteini belirledik. Oligodendrosit
- makrofaj arasinda bulunan 585 PPI, 57 makrofaj proteini ve 155 oligodendrosit proteini
arasinda gerceklesmektedir. Oligodendrosit - T hiicresi arasinda bulunan 1828 PPI, 228 T
hicresi ve 273 oligodendrosit proteini arasinda gerceklesmektedir.

Sonug: Hiicreler arasi PPl analizi, MS gibi cok-hlicre-tipli hastaliklarin incelenmesi icin umut
verici bir ydntem olmustur.
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idrarda Globotriaosilsfingozin (Lizo-Gb3) Diizeylerinin Sivi Kromatografi - Kiitle
Spektrometresi ile Belirlenmesi

Bilge Karatoy Erdem, Halide Akbas
Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali

Amag: Fabry hastaligi, a-galaktosidaz A enzim aktivitesinin eksikliginden kaynaklanan

kalitsal bir lizozomal depo hastaligidir. Enzimatik eksiklik, nétral sfingolipitlerin bozulmus
katabolizmasina ve cesitli dokularda birikmesine neden olur. Enzim eksikligi nedeniyle idrarda
artisi gozlenen iki glincel biyobelirteg bildiriimektedir. Bunlar; globotriaosilseramid (Gb3) ve
Globotriaosilsfingozin (Lizo-Gb3)'dir. Bu ¢alismada, idrar Lizo-Gb3 analizi i¢in sivi kromatografi-
ardisik kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) ile hizli ve non-invaziv bir yéntem gelistiriimesi
amaclandi.

Yontem: Standart olarak lyso-seramid triheksosid; Lizo-Gb3 (Matreya 1520), internal standart
olarak N-omega-CD3-Oktadekanoil-seramid triheksosid; C18-CD3-Gb3 (Matreya 1537)
kullanildi. Kalibrasyon egrisi icin farkli konsantrasyonlarda standart iceren ¢ozeltiler hazirlandi.
idrar rnekleri ve kalibratérlere internal standart ¢ozeltisi eklenerek katyonik kartuslarla kati
faz ekstraksiyonu gergeklestirildi. Eluatlar azot gazi altinda kurutuldu ve % 0.1 formik asit iceren
asetonitril:su karisimi ile yeniden ¢ozildi. LC-MS/MS’de (Shimadzu-8040) pozitif elektrosprey
iyonizasyon ile multipl reaksiyon izleme modunda analizler yapildi.

Bulgular: Giin ici ve glinler arasi analizin kesinlik ve dogruluk degerleri sirasiyla % 10’un altinda
ve % 80 ila % 100 arasindaydi. Kalibrasyon egrisi cizildi ve Lizo-Gb3 icin r-kare (r2) degeri
0,988 olarak bulundu. Analiz siiresi 4 dk olarak belirlendi.

Sonug: Bu yéntem idrar 6rneklerinde Lizo-Gb3 analizi icin giivenilir bir alternatiftir. idrar Gb3
diizeyleri ile birlikte degerlendirilerek Fabry hastaliginin tani ve izleminde yararl olabilir. Hasta
poptulasyonuyla yapilacak genis olcekli arastirmalara ihtiyac¢ vardir.
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idrar Globotriaosilseramid (Gb3) Diizeylerinin Sivi Kromatografi — Ardisik Kiitle
Spektrometresi ile Olciimii

Bilge Karatoy Erdem, Halide Akbas
Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali

Amac: Fabry hastalidl, glikosfingolipid yikiminda gorevli a-galaktosidaz A enziminin
kalitsal eksikliginden kaynaklanan X’e bagli bir lizozomal depo hastahgidir. Fabry
hastalarinin tani, izlem ve tedavi etkinliginin degerlendiriimesinde yeni bir biyobelirteg
olarak globotriaosilseramid (Gb3) énerilmektedir. Bu calismada, filtre kagidina alinmis idrar
orneklerinde Gb3 diizeylerinin, sivi kromatografi-ardisik kitle spektrometresi (LC-MS/MS)
yontemi ile hizli ve non-invaziv olarak analizi amaclanmistir.

Yontem: Filtre kagitlarina taze ve dondurulmus idrar 6érnekleri ve internal standart (N-omega-
CD3-oktadekanoil-seramid triheksosid; C18-CD3-Gb3) eklenerek kurutuldu. Es zamanl olarak
farkh konsantrasyonlarda Gb3 standart ¢ozeltileri hazirlandi. Metanol ile yapilan ekstraksiyon,
ornek homojenizasyonu ve kitle spektrometrik optimizasyon islemleri sonrasinda standart
egdri olusturuldu ve 6rneklerdeki Gb3 diizeyleri, LC-MS/MS’de (Shimadzu-8040), pozitif
elektrosprey iyonizasyonda, multipl reaksiyon izleme modu kullanilarak analiz edildi.

Bulgular: Gun ici ve glinler arasi analizin kesinlik ve dogruluk degerleri sirasiyla % 10’un altinda
ve % 80 ila % 100 arasindaydi. 6 farkli konsantrasyonda standart ile olusturulan kalibrasyon
egrileri en az 3 kez tekrarlanarak Gb3 igin r2

degeri 0,998 bulundu. Analiz siiresi 4 dk olarak belirlendi.

Sonug: Calisma sonuclarimiz, ¢coklu idrar 6rneklerinde Gb3 analizi icin glivenilir, hizli ve
pratik bir alternatif yaratmaktadir. Ayrica 6rnek alimi, saklanmasi ve transportu konusunda da
kolaylik saglayacaktir. LC-MS/MS ile ¢cok sayidaki 6rnekte, kisa siirede yapilacak Gb3 analizi,
hem Fabry hastalarinin tani ve izleminde hem de yenidogan taramalarinda etkin bir sekilde
kullanilabilir.
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Meme Kanserinde Doku Steroidogenez Yolak Profilleri ve Klinikopatolojik Bulgularla
Karsilastiriimasi

Mete Bora Tiiziiner', Gonca Candan?, Jiilide Coskun', Begiim Ceviz?, Tiilin Oztiirk3, Ahmet
Tarik Baykal', Hiilya Yilmaz Aydogan?, Oguz Oztiirk?

" Acibadem Labmed Klinik Laboratuvari, Ar-Ge Merkezi

2 jstanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, Molekiiler Tip Anabilim Dali
3 istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Patoloji Anabilim Dali

Amag: Steroid hormonlar ve meme kanseri arasindaki iliski on yillardan beri bilinmektedir.
Calismamiz meme kanseri hastalarindan alinan taze tiimor ve cevre doku orneklerindeki
steroid seviyelerinin ve bu steroidlerin sentezlenmesinde rol alan enzimlerin ekspresyonunun
calisiimasini hedeflemektedir. Lokal steroid sentez yolaginin klinik parametrelerle birlikte
incelenerek meme kanseri hastalarinin tani, teshis ve tedavi stratejileri icin destekleyici/
tamamlayici modeller gelistirmeyi amaclamaktadir.

Yontem: Meme kanseri hastalarindan bir timaor ve timore yakin bir cevre meme doku ornegi
alindi. Hastalar klinikopatolojik 6zelliklerine gore gruplara ayrildi. Kontrol grubu olarak,

meme kiiclltme ameliyati olan ve herhangi bir kanser ge¢misi olmadigi bilinen, menopoz
oncesi hastalarin rezeksiyon materyalleri kullanildi. Sivi-sivi ekstraksiyon ve ¢oktirme temelli
yontemler denenerek dokulardan steroid ekstraksiyon yontemi optimize edildi. Steroidogenez
yolagindaki 8 hedef metabolitin dlciimi APCI yoluyla, MRM modu kullanilarak tgli-kuadrupol
ardisik kiitle spektrometresi tizerinde gerceklestirildi. ilgili steroid sentez yolagi enzimlerinin
hasta ve kontrol gruplarindaki ekspresyonlari western blot analizleriyle belirlendi.

Bulgular: Hekzan-etil asetat yontemi ile gelistirilen yontemin ekstraksiyonda daha etkili oldugu
gorulmustir. Hedef metabolit diizeyleri tiimor, cevre ve saglkli dokularda karsilastirmali olarak
gozlenmistir. Steroid 5-alfa rediiktaz enzim ekspresyonu icin yaptigimiz 6n calismaya ait
bulgular timo6r dokusunda 5 kat artis gostermektedir.

Sonug: Daha dnce postmenapozal invaziv duktal meme kanseri hastalarina ait taze meme
timor ve cevre dokusunda gerceklestirdigimiz calismalarda elde ettigimiz sonuclar meme
timorl mikrocevresinde gerceklesen ve kotu huylu meme kanseri epitel hiicrelerinin
proliferasyonunda temel bir rol Ustlenen steroid hormon 17-beta dstradiollin biyosentezinin
CYP19A1 gen ifadesi ve lokal aromatizasyon aktivitesi tarafindan etkilendigini gostermistir.
Aromataz enzimi meme kanseri icin dnemli bir biyobelirte¢ adayidir ancak tani ve teshis
acisindan tek basina yeterli gdéziikmemektedir. Blyik resmi gérmek icin cevre ve timor
dokularinin steroid profili ve iligkili enzim ekspresyonlarinin birlikte degerlendiriimesi gerektigi
anlasiimistir. Steroidogenez yolaginin meme kanserinin farkli subtiplerinde nasil etkilendigini
ve klinikopatolojik verilerle birlikte degerlendirilerek kisisel tedaviyi yonlendirici klinik test
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Alzheimer Hastaligi’Nda Periferal Mitokondriyal Disfonksiyonun Proteomik Methodlarla
Arastiriimasi

Sebile Arabact', irem Kiris', Giilsen Babacan Yildiz2, Betiil Sahin3,Hasmet Hanagasi*, Ahmet
Tarik Baykal'

' Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi, Saglik Bilimleri Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya AD
2 Bezmialem Vakif Universitesi, Tip Fakiiltesi, Noroloji AD

3 Acibadem Labmed Ar-Ge Merkezi

4 istanbul Universitesi, istanbul Tip Fakiiltesi, Néroloji AD

Amac: Alzheimer Hastaligi demans ve bilissel gerileme ile 6liime sebebiyet veren ve yasa
bagli olarak en sik goriilen nérodejeneratif hastaliktir. Hastaligin mekanizmasinin tam olarak
bilinmemesinden dolayi tedaviler néropatolojik durumu degistirmekte yetersiz kalmaktadir.
Yapilan calismalar bireydeki patofizyolojik slirecin semptomlarin agiga ¢cikmasindan daha once
basladigini desteklemektedir. Bireydeki erken patolojik stirecte mitokondriyal disfonksiyon ve
oksidatif stresin rol oynadidi gosterilmistir. Oksidatif stresin, beynin AH ile iliskili bélgelerini
ve periferik bolgelerini etkiledigi ayrica AR plaklarindan dnce olustugu goésterilmistir. Bunun
disinda AH’nin immin sistem ve immiin sisteme dahil olan periferik kan hiicrelerinden de
etkilendigi dustintlmektedir. Projemizde mitokondriyal disfonksiyon AH bireylerden alinan
kan htcreleri ile (Lenfositlerden; B-hiicreleri ve T-hiicreleri (CD4, CD8), Grantlositlerden;
monosit hiicreleri) calisiimaktadir. Proje mitokondriyal disfonksiyonun kan hiicrelerindeki

hem global hem mitokondriyal proteomu nasil etkiledigini aciklarken, bu degisimin sebebini
de aydinlatabilmek icin oksidatif stres dl¢imii, mitkondriyal disfonksiyon tayini, immuinolojik
panel ve immiin sistemde aktif roll olan sitokinlerin kantitatif analizini icermektedir. Projemiz
peripheral mitokondriyal disfonksiyon ve norodejenerasyon arasindaki iliskiyi aydinlatmay
amaclamaktadir.

Gereg ve Yontem: Hekim gozetiminde 60 adet uygun AH’si ve kontrol bireylerinden sodyum-
heparinli tiiplerde 40 ml kan toplanacaktir. Kan FACS Cell Sorting teknigi ile CD4, CD8, CD14
ve CD19 olmak Uzere 4 farkli hiicre alt grubuna ayristirilacaktir. Ayrilmis hiicre gruplarinda
LC-MS/MS temelli proteomik yontemlerle protein ekspresyon analizi yapilacaktir. Ayrica hiicre
gruplarinda akis sitometrisi ile membran potansiyeli testleri ile mitokondiyal disfonksiyon
tespiti gerceklestirilecektir. Mitokondriyal disfonksiyon ile iligkili olarak da reaktif oksijen
turlerinin analizi yapilacaktir. Mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres immiin sistemi
tetikleyebilecedinden toplanan kanlardan ayrilan plazmalar ile 20 adet sitokin taramasi
yapilacaktir.
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Alzheimer Hastaliginin Teshisine Yonelik Proteomik Temelli Metot Gelistirme

Zelal Zuhal Kaya', Mete Bora Tiiziiner?, Betiil Sahin2, Emel Akgiin', Muhittin Serdar?, ihsan
Yozgat?, Biisra Kése'!, Ahmet Tarik Baykal®

' Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Boliimii, Saglhk Bilimleri Enstitiisii, Aclbadem Universitesi
2 Acilbadem Labmed Laboratuvarlari, ARGE Merkezi

3 Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, Tip Fakiiltesi, Acibadem Universitesi

4 Medikal Biyoteknoloji Béliimii, Saglk Bilimleri Enstitiisii, Acibadem Universitesi

Amag: Alzheimer hastaligi (AD) hafiza kaybina ve diger diisinme becerilerinin azalmasina

yol acarak ilerleyen noérodejeneratif bir hastaliktir. Alzheimer hastali§inin tanisal zorluklarinin
ustesinden gelmek icin yeni biyobelirteclerin tanimlanmasi gerekmektedir. Bu nedenle
Alzheimer hastaligi tanisini iyilestirebilecegi dislinlilen yeni biyobelirtec olarak serumdaki total
hafif zincir (TLC) monomer ve dimerlerin analizini iceren yeni bir teknik gelistirdik.

Yontem: Calismaya AD (n=98) ve saglikl (n=86) olan hastalar katildi. AD tanisi
norodejenerasyon belirtecleri, Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRI) ile dlcililen

beyin atrofisini, florodeoksiglukoz (FDG) PET tarafindan degerlendirilen azalmis

glikoz metabolizmasini ve Tau ve noérofilament isik (Nfl) gibi hasar gosterebilecek CSF
proteinlerindeki artis bulgularina dayaniyordu. Hasta ve sagliklilarin serumundaki total

LC seviyesini 6lcmek icin MALDI-TOF kiitle spektrometrisine dayali bir test gelistirdik. Bu
testte, TLC monomer ve dimer icin TLC diizeyleri ve k / A TLC oranlarinin tanimlanabildigi,
izotiplendigi ve nicellestirilebildigi bilgi acisindan zengin kitle spektrumlari olusturmak icin
nanobody immuno-zenginlestirmesi ile kombinasyon halinde benzersiz molekiler parmak
izlerini kullandik.

Bulgular: Calismada AD hastalarinin serumdaki total k /I LC oranlari, kontrollere kiyasla anlamli
iliski gostermistir (% 95 ClI: -1,00505- -0,11495, p=0.017). Serumdaki k /I TLC seviyeleri, AD’nin
sagliklilardan ayirt edilmesi icin AUC degerini 0.813 olarak verdi. Duslk k /I TLC oranlari, AD
tanisi icin potansiyel bir biyobelirte¢ olabilir.

Sonug: Onerilen ydntem Alzhemier hastaligi prognozuna énemli 6lgiide katkida bulunabilir.

Bu teknik, AD tanisini %62.5 hassasiyet ve % 75.0 6zglllik ile saglklilardan ayirarak hastalk
durumunu teshis etmek icin yeni bir invaziv olmayan tanimlayici test olarak kullanilabilir. Ancak,
oncelikle prospektif validasyon gereklidir.
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Formalinde Fikse Edilmis Parafine Gomiilii Endoskopik Biyopsi Orneginin MALDI
Goriintiileme Kiitle Spektrometresi lle Peptit Profilinin Analizine Yonelik Ornek Hazirlama
Basamaklarinin Optimizasyonu

Biisra Ergiin', Sinem Oktem Okullu?, Arzu Tiftikci3, Umit ince?, Aysel Ozpinar!, Yasemin Ucal'
' Aclbadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali

2 Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
3 Acibadem Maslak Hastanesi, Gastroenteroloji

4 Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Patoloji Anabilim Dali

Amag: Formalinde fikse edilmis parafine gomiili (FFPE) dokular, hasta verileri ile iligkili olarak
retrospektif molekiiler arastirmalara olanak tanidiklarindan proteomik galismalar icin degerlidir.
Proteomik tekniklerden matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI) ugus
zamani (TOF) ktle spektrometresi gorintileme (MSI) yonteminde, kiitle spektrometresinden
gelen yuksek ¢ozlnurlik ve dogruluk ile histolojik bilgi birlestiriimekte olup, analitlerin doku
Uzerindeki uzamsal dagihmlar belirlenmektedir. MALDI-MSI, uzun numune hazirligina gerek
kalmadan doku 6rneklerini analiz etmek icin yliksek kapasiteli olmasi ve homojenizasyon
gerektirmemesinden dolayi diger proteomik tekniklere gore avantajlidir. Bu ¢alismada, FFPE
orneginin MALDI-MSI ile peptit profilinin analizi icin 6rnek hazirlanmasina yonelik optimizasyon
calismasinin yapilmasi amaclanmistir.

Yontem: FFPE biyopsi 6rneginden MALDI-MSI analizi icin mikrotomda 3 um’lik ve 5 um’lik
kesitler indiyum kalay oksit (ITO) kapli lamlara alinmistir. Dokunun hazirlanmasi icin ksilen
ve azalan alkol konsantrasyonlarinda yikama islemi ve ardindan 10 mM Tris-HCI (pH

9) ve 10 mM Sitrat (pH 6) tampon ¢ozeltileri olmak lzere iki farkli antijen geri kazanim
proseduri uygulanmistir. Proteinlerin peptitlere parcalanmasi icin tripsin enzimi kullaniimis
ve sonrasinda doku %50 asetonitril ve %0.1 trifluroasetik asit icinde 7 mg/mL a-CHCA ile
kaplanmistir. Dokular, RapifleX MALDI Tissue Typer (Bruker Daltonics) ile analiz edilmis ve
hematoksilen&eozin ile boyanmistir. Sonuclarin degerlendiriimesinde, monoizotopik peptit
sayisl, histolojik 6zelliklerle iliskili olarak peptit lokalizasyonlar ve hiyerarsik kiimeleme
analizleri (Fleximaging ve ScilSLab (Bruker Daltonics)) kullaniimistir.

Bulgular: Spektrumda, 5 um’lik kesitte 3 um’lik kesite gore daha fazla sayida monoizotopik
peptit tespit edilmistir. 10 mM Sitrat (pH 6) tampon ¢ozeltisi ise peptit sayisi agisindan daha

iyi sonuc¢ vermistir. Ancak; hiyerarsik kiimeleme analizine gore iki antijen geri kazanim
proseduriinde peptit lokalizasyonlarinin doku histolojisi ile korelasyon gdsterdigi gorulmustar.

Sonuc: MALDI-MSI, gastrointestinal hastaliklar dahil olmak Uzere cesitli dokularda peptitlerin
lokalizasyonunun belirlenmesini saglamakta ve molekdler profillerin analizine imkan
tanimaktadir. FFPE dokularda formalin fiksasyonundan kaynaklanan metilen capraz baglarinin
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Anne Siitiinde Proteomik: Ornek Hazirlamada Optimizasyon

Biisra Yiiksel, Yasemin Furtun Ucal, Aysel Ozpinar
Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dall,
Temel Bilimler Bolimiu

Amag: Son yillarda, anne stiti saglanamadiginda yerini alabilecek st iceriginin bulunma
cabasi ve iyi bir non-invasive 6rnek olan suttin ¢esitli fizyolojik ve patofizyolojik kosullarda
incelenmesi, anne sitliintn arastirmalardaki yerini, proteomik tekniklerinin de gelismesiyle,
giderek arttirmaktadir. Stit 6rnegi arastirmalar icin hazirlanirken ilk olarak santrifij ile
iceriginde farkl yiizlerce proteine sahip Whey, Kazein ve Milk Fat Globular Membrane
(MFGM) fraksiyonlarina ayristiriimaktadir. Ancak anne sitiiniin kolay ayristirilamayan kazein
ve laktozdan zengin yapisi, proteomik calismalari igin sit proteinlerinin saflastiriimasini
zorlastirmaktadir. Ozellikle, Label-free-LC-MS/MS calismalarinda optimize edilmis siit 8rnegi
hazirlama metotlarinin sayisi oldukca azdir. Bu nedenle calismamizda, anne sitl proteom
analizi icin ornek hazirlamada DNA kontaminasyonunu 6nlemede kullanilan, ticari bir nikleaz
olan benzonase ve sonikasyon yontemleri ile kazein presipitasyonu ve laktozun ayristiriima
yontemlerini karsilastirmak ve Whey ve MFGM fraksiyonlarindan elde edilen proteinlerin
farkhliklarini ortaya koymak hedeflenmektedir.

Yontem: Calismada anne sitiiniin hazirhginda kullanilan 150 U/ml benzonase ve sonikasyon
yontemleri ile herhangi bir yontem uygulanmamis érneklerden elde edilen protein
konsantrasyonlari ve SDS-Page jel gérinttleri karsilastiriimistir. 0.06 M CaCl2 (pH 4.6) ile
kazein presipitasyonu ve laktozun diyaliz yontemi ile ayristiriimasiyla elde edilen protein
konsantrasyonlari 6l¢ctilmusttr. Ayrica, Whey ve MFGM proteinlerinin izolasyonu sonucunda
protein konsantrasyonlarindaki ve SDS-Page jel gortintilerindeki farkliliklar karsilastiriimistir.
Arastirmada ornekler 3 teknik tekrarla calisiimistir.

Bulgular: Benzonase ile elde edilen proteinlerin konsantrasyonun, sonikasyon yontemine
gore daha yiiksek oldugu godzlenmistir. Ayrica SDS-Page’te proteinlerin bant dagilimlari
benzer iken, bantlarin kalinliklarinda farkliliklar saptanmistir. Kazein presipitasyonu ve
laktozun uzaklastiriilmasindan sonra ise protein konsantrasyonunun azaldigi gortlmustur.
Whey fraksiyonundan elde edilen proteinlerin konsantrasyonu MFGM’e gore daha fazla
bulunmustur. Bu fraksiyonlar, farkli proteinlere sahip fraksiyonlar olduklarindan SDS-Page jel
goriuntilerindeki bant dagilimlarinin farkh oldugu gézlenmistir.

Sonug: Benzonase/Sonikasyon yontemlerinin DNA kontaminasyonu 6nlemede etkin oldugu
ancak benzonase ydnteminin protein saflastirmada daha verimli oldugu sdylenebilir. Ancak,
kazein ve laktozun uzaklastiriimasi protein varhgini azaltmistir. Optimizasyon sonucu hazirlanan
orneklerin analizi, ilerleyen calismalarda LC-MS/MS ile yapilacaktir.
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Mukopolisakkaridoz Tip VI Hastalarinda ‘Yeni’ Bir Patolojik ARSB Mutasyonu
(C.870 C>A, P.Trp290Ter)

Hiseyin Ayhan', Veysel Sabri Hanger!, Murat Buiyiikdogan?, Anila Babameto-Laku®
' istinye Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

2 jstinye Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali

3 Tirana Universitesi Tip Fakiiltesi Genetik Laboratuvari

Amac: Mukopolisakkaridoz tip VI ( MPS VI) diger adiyla Maroteaux-Lamy Sendromu, otozomal
gecisli lizozomal depo hastaligidir. Hastalikta dermatan stlfatin yikimi icin gerekli olan N
asetilgalaktozamin -4-siilfataz ( Aril Slilfataz B, ASB) enziminin eksikligi ile karakterize bir
hastaliktir. ARSB genindeki mutasyondan kaynakli olan eksiklik, intralizozomal birikimine, bir
glikozaminoglikan olan dermatan siilfatin triner ekskresyonuna neden olmaktadir.

MPS VI’ nin klinik 6zellikleri degiskenlik gostermekle birlikte genellikle, buytime geriligi,
kahn ytz 6zellikleri, sert eklem, iskeletsel malformasyonlar, solunum zorluklari, korneal
bulaniklasma, hepatosplenomegal ve kalp anomalileri gozlemlenmektedir.

Diger lizozomal depo hastaliklarinin aksine, mental gelisim ¢cogunlukla normal olmasina
ragmen duyma kaybi gibi gelisimsel gecikmeler bazi bireylerde saptanmistir. Calismamizda bu
hastaliga sahip Arnavut kardesler molekdler ve biyokimyasal yonden incelenerek mutasyon
taramasi yapilmistir.

Yontem: Aile Uyelerinin periferik kan drneklerinden (Il.4. amniyon sivisi) izole edilen gDNA
ornekleri kullanilarak

ARSB geninin tiim eksonlari PCR ile ¢cogaltiip Sanger temelli DNA dizileme yontemi ile analiz
edilmistir.. ASB aktivitesinin analizi, florometrik assay ile saptanmistir.

Bulgular: ¢.870 G>A (p.Trp290Ter, p.W290%) icin uygulanan in silico analizler (Mutation tester,
PolyPhen, SIFT) ‘hastalik nedeni’ sonucunu verdi. Enzim aktivite dlclimleri de bu sonugclari
desteklemektedir. Bu nedenle varyant tarafimizdan ‘patolojik mutasyon’ olarak tanimlanmistir.

Sonug: Sonug olarak homozigot ¢.870 G>A genotipinin enzim aktivitesinin kaybindan sorumlu
oldugu gosterildi.

d
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Alzheimer Hastalarinin N6ron Derive Ekzozomlarinin Proteomik Analizi

Burak Ibrahim Arioz', Kemal Ugur Tiifekgi', Devrim Yagmur Durur', Melis Olgiim’, Nurhan
OzIlii2, Gorsev Yener3, Sermin Geng'

' izmir Uluslararasi Biyotip ve Genom Merkezi

2 Kog Universitesi

3 Dokuz Eyliil Universitesi Noroloji

Alzheimer hastaligi diinya ¢capinda demansin en yaygin nedeni olan kronik ve progresif
norodejeneratif bir hastaliktir. Amiloid plaklar ve nérofibriler yumaklar hastaligin bilinen

ayirt edici 6zellikleri olmasina ragmen, bu molekiller sadece 6lim sonrasi goriinttileme ile
tanida kullanilabilmektedir. Eksozomlar, hiicre disi bosluga salgilanan, hiicre-hiicre iletisimi
dahil olmak UGzere saglikh ve patolojik kosullarda temel rol oynayan kii¢tik vezikillerdir.
Calismamizda Alzheimer hastalarindan néron derive ekzozomlarin protein icerigini arastirmayi
ve Alzheimer hastaligi tanisinda kullanilabilecek biyobelirtecler tanimlanmasi amaclanmistir.
Alzheimer hastalarinin néron derive ekzozomlarinda LC-MS / MS proteomik analizi ile saglkl
kontrollere kiyasla alfa-globin, beta-globin ve delta-globin toplam sayim artisi tespit edilmistir.
Daha sonra, bu 6rneklerdeki hemoglobin artisini ELISA yontemi ile dogrulanmistir. Calismaya
dair ROC analizi ile egri altindaki alani 0,6913 olarak hesaplanmistir. Calismamiz, hemoglobinin
Alzheimer hastaliginda tani koymada biyobelirte¢ olarak kullaniminin %69 basariya sahip
oldugunu ve néron derive ekzozomlardaki hemoglobin diizeyinin Alzheimer hastaligi tanisi igin
alt diizeyinin 27,69 ng/ml olmasi gerektigini gostermistir. Hemoglobinin Alzheimer hastalarinda
biyomarkir olarak degerlendirilebilmesi icin daha cok sayida ve degisik bdlgelerden hastalar
ile fonksiyonel analizler yapilmahdir.
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DNA Onarim Proteini PARP1’In insan Yumurtalik Kanseri Dokusunda LC-MS/MS lle
Tanimlanmasi ve Kantitasyonu

Erdem Coskun', Gamze Tuna?, Pawel Jaruga?, Alessandro Tona3, Onur Erdem#, Miral
Dizdaroglu?

! Institute For Bioscience & Biotechnology Research, University Of Maryland

2 Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip AD.

3 National Institute Of Standards And Technology

4 Saglik Bilimleri Universitesi, Giilhane Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmasétik Toksikoloji AD.

Amag: Poli (ADP riboz) polimeraz 1 (PARP1), baz kesme ¢ikarma onarim yolunun gok
fonksiyonlu bir DNA onarim proteinidir ve DNA zincir kiriklarinin onariminda énemli bir

rol oynar. Yapilan calismalar cesitli kanser tirlerinde PARP1 ekspresyonunun prediktif ve
prognostik degerini ortaya koymaktadir. Bu nedenle, PARP1 proteini kanser tedavisinde
onemli bir hedef haline gelmis ve antikanser ilaclar olarak PARP-1 inhibitorlerin gelistiriimesi
s6z konusu olmustur. PARPTin normal dokularda ve hastalarin malign timérlerinde dogru
olctimt, PARPTIn kanser ve diger hastaliklarda bir biyobelirte¢ olarak degerlendirilmesi

ve kanser terapisinde inhibitorlerinin gelistiriimesi ve kullanimi icin gerekli olacaktir. Bu
calismada normal/kéti huylu yumurtalik dokularinda ve g farkli insan hiicre hattinda PARPTi
tanimlamak ve dogru bir sekilde 6lcmek icin sivi kromatografisi-izotop-seyreltme tandem kiitle
spektrometrisini (LC-MS/MS) iceren bir yaklasim sunulmaktadir.

Yontem: PARP1 proteini, insan normal yumurtalik dokularinda ve k6t huylu yumurtahk
timorlerinde ve her bir ¢ift normal hiicre hattindan ve kanserli muadilinden olusan (g cift insan
hiicre hattinda LC-MS/MS (Thermo-Scientific Dionex Ultimate 3000 UHPLC, Thermo-Scientific
Finnigan TSQ Quantum Ultra triple quadrupole MS/MS) ile tanimlandi ve dl¢ildi. Ayrica PARP1
ve diger bir DNA onarim proteini olan apurinik/apirimidinik endonikleaz (APE1)’in eszamanli
olcimu de gercgeklestirildi.

Bulgular: Kétu huylu yumurtalik dokularinda, normal dokulara gére PARP1 ekspresyonunun
anlamli olarak arttigi gosterildi (p=0.001). Ayrica hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalar sonucunda,
insan Hela hiicrelerinde Ectl/EGE7 hiicrelerine gore PARP1 ekspresyonu anlamli olarak yiiksek
bulundu (p=0.0003). Ayrica kanserli yumurtalik doku protein ekstraktinda PARP1 and APE1 ‘in
eszamanli dl¢iimi gergeklestirildi. Her iki proteinin spesifik triptik peptitlerine ait LC-MS/MS
sonuclari elde edildi.

Sonug: ilk kez, insan dokularinda ve hiicre hatlarinda PARP?'in pozitif tanimlanmasi ve

mutlak olarak dl¢tilmesi icin saglam bir metodoloji gelistirildi. Gelecek calismalarda, hasta
orneklerinde PARPTin ve gerektiginde APE1 ile ayni anda mutlak miktarinin tayini icin
gelistirilen bu yaklasimin kullanilabilmesi s6z konusudur. Gelistirilen metodun doku biyopsileri
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Terap6tik Monoklonal Antikorun Stres Kosullari Altinda Baglanma Ozelliklerinin
incelenmesi

Giilipek Giiven', Zeynep Ziilfiye Yildinm Keles?, Ahmet Emin Atik2, Deniz Baycin?, Ozge Can3,

Recep Serdar Alpan?, Tung Turgut?

' Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi, Saglk Bilimleri Enstitiisti, Medikal Biyoteknoloji
Doktora Programi

2 Turgut ilaclari A.S., Biyoteknoloji Gelistirme Merkezi

3 Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Tip Miihendisligi Bolimii

Amac: Son yillarda monoklonal antikorlarin mekanizmalarinin anlasiimasi bircok hastaligin
tedavisi icin umut olmustur. Terapotik amacla kullanilan monoklonal antikorlarin (mAb)
baglanma 6zelliklerinin belirlenmesi medikal biyoteknoloji alaninda biylik Gnem tasimaktadir.
Piyasada yer alan referans ilaclar ile yeni gelistirilen biyobenzer ilaclarin benzer karakteristik
ozellige sahip oldugu gdsterilmistir. Bu molekdillerin ayni stres kosullari altinda gosterdikleri
bozunmalar, uzun donemli stabilite 6zelliklerine 1sik tutmaktadir. Yapilan ¢alismada antikor/
antijen ve antikor/reseptdr baglanma davranislari yiizey plazmon rezonansi teknigi ile
incelenmistir. Bu teknik sayesinde, in vitro olarak terapétik ilaclarin hedef molekil veya
reseptor ile baglanma kinetik analizleri gercek zamanli olarak normal kosullarda ve stres
uygulanarak molekil Gizerinde meydana gelen degisiklikler gézlemlenmistir.

Yontem: Yapilan ¢alismada yiizey plazmon sistemi olarak Biacore T200, GE Lifesciences
kullaniimistir. CM5 cipine, Protein A/G immobilize edilmesi ile IgG/TNF-a baglanmasini ve anti
histidin antikor ile immobilize edilmesi ile biyotinlenmis Fc reseptorlerinin (FcyRla ve FcyRllla)
IgG’ye baglanmasini kapsamaktadir. Metot optimizasyonu gerceklestirildikten sonra IgG1
formundaki mAb’lara kimyasal deamidasyon stresi uygulanarak (pH3 ve pH9, 24 ve 72 saat)
bu iki yaklasim ile Fc bolgesinin baglanma davranislar incelenmistir.

Bulgular: Bu ¢alisma ile immobilizasyon, IgG-TNF- a ve IgG- Fcy reseptérlerinin baglanma
kinetigi analizleri optimize edilmis olup referans ve biyobenzer Griiniin stres kosullarindaki
baglanma davranisi incelenmistir. Calisma sonucunda, Fc baglanma kapasitesi
karsilastinldiginda, belirgin olarak pH 3 kosullarinda degisim gozlemlenirken pH 9 kosullarinda
ise hafif bir degisime neden olmustur. Zamana bagh degisim karsilastinldiginda ise pH 3
seviyesindeki degisiklik 72 saat 6rnekleri daha dikkat cekerken 24 saat seviyelerinde daha
hafif degisimler gézlemlenmistir.

Sonug: Referans ve biyobenzer Grtiniin normal kosullarda ve pH stresleri altinda Protein
A/G’ye ve Fcy reseptorlere baglanma kinetigi verileri agisindan benzer davrandigi ylizey
plazmon teknigi ile gosterilmistir. Bu veriler ile uygulanan stres kosullarinin mAb’in farkli

boélgeleri lizerinde gosterdigi etkiler ile baglanma kinetigine etki ettigini gostermektedir.
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Glioma Hiicrelerinde Rosmarinik Asitin Hsp Anlatimi ve Apoptoz indiiksiyonu Uzerine
Etkileri

Aslihan Sengelen’, Evren Onay Ucar?
' istanbul Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Biyoteknoloji ve Genetik Ana Bilim Dali
2 stanbul Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii

Amac: Glioblastoma (GBM, IV.derece) en agresif malign beyin timaértdir. GBM’de stres
proteinlerinin (1s1 soku proteinleri, “Heat shock protein”, Hsp) ve bunlarin transkripsiyon
faktort HSF-T'in (“heat shock factor-1”) anlatimlari tiimor hiicresi proliferasyonu ile yakindan
iliskilidir. Dogal bir bilesik olan Rosmarinik asit (RA), GBM’ye karsi antitimor etkiler sergiler,
ancak gliomalarda Hsp anlatimi tizerindeki antikanser etki mekanizmasi belirsizligini halen
korumaktadir. Bu ¢calismanin amaci, RA'nin GBM hiicrelerinde Hsp anlatimi ve apoptoz
Uzerindeki etkisini arastirmaktir.

Yontem: Calisma kapsaminda U-87 MG insan glioblastoma hiicre hatti kullanildi. HSF-

1 gen anlatimini susturmak icin spesifik siRNA'lar ile transfeksiyon yapildi. RA ve siRNA
uygulamalarinin hiicreler tizerindeki sitotoksik etkileri MTT testi ile belirlendi. RA (80 ve 215
H1M) tek basina veya siRNA'lar (25 ve 50 nM) ile kombinasyon halinde U-87 MG hiicrelerine
uygulandiktan sonra, Hsp anlatimi tGizerindeki etkileri Hsp60, Hsp70 ve HSF-1, apoptoz
Uzerindeki etkileri ise Bax, Bcl-XI ve kaspaz-3 protein seviyelerindeki degisimler belirlenerek
degerlendirildi. Gruplar arasindaki farkliliklar tek yonli ANOVA ve ardindan Tukey post-hoc
testi ile analiz edildi.

Bulgular: RA'nin hiicre proliferasyonunu doza ve zamana bagli bir sekilde engelledigi
belirlendi. HSF-1 siRNA uygulamasi tek basina HSF-1 protein seviyesinde %70’lik bir azalmaya
neden olurken, RA ile kombine sekilde uygulandiginda HSF-1’in neredeyse tiikkenmesine
neden oldu. Yapilan uygulamalar test edilen Hsp ekspresyon seviyelerinin azalmasina ve
apoptozun tetiklenmesine yol ac¢ti. Bununla birlikte, sonuglar HSF-1 inhibisyonunun U-87 MG
htcrelerini RA uygulamasi sirasinda apoptoz induiiksiyonuna karsi asiri derecede savunmasiz
hale getirdigini gosterdi.

Sonug: Bu calisma kapsaminda elde edilen sonugclar, RA'nin tek basina ve HSF-1 susturma ile
birlikte GBM tedavisi igin aday olarak kullaniima potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.

Tesekkiir: Bu calisma istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yiriitiicii Sekreterliginin
FDK-2019-32757 numarali projesi ile desteklenmistir.
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Drosophila Hiicrelerinde Proksimal Olarak Biyotinleme Teknigi lle Protein-Protein
Etkilesimlerinin Tanimlanmasi

Gozde Ozcelik, Nuri Oztiirk
Gebze Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik B&liimii

Proksimal olarak biyotinleme teknigi (BiolD) avci proteine bagli bir biyotin ligaz ile hedef
proteinlerin etiketlenmesi ve biyotin afinitesinden yararlanilarak indirilen proteinlerin kditle
spektrometresi ile tanimlanmasi teknigidir.

Amac: Bu calismada Drosophila sirkadiyen saat sisteminde 1siga bagimli ve bagimsiz
etkilesimleri tanimlamak icin mutant bir biyotin ligaz enzimi olan miniTurbo (MT) ile BiolD
teknigi uygulanmistir. Buradaki amag Drosophila Kriptokrom (CRY) proteini ve onun isik
bagiml etkilestigi Timeless (TIM) proteinine flizyon olarak anlatimi yapilan miniTurbo enzimi
ile fotoreseptdr kompleksindeki isiga bagimli zayif ve gecici etkilesimleri tespit etmek ve
protein hedeflemesini karanlk ve aydinlk kosullar altinda gerceklestirerek fotoreseptordeki
molekdllerin tanimlanmasi saglamaktir.

Yontem: Bu dogrultuda, S2 Drosophila hiicre hattinda Kriptokrom ile etkilesenler icin CRY-
miniTurbo, Timeless ile etkilesenler icin TIM-miniTurbo,CRY,JET ve Period (PER) birlikte
anlatimi kalici olarak yapildiktan sonra karanlk ve isik altinda kisa sureli biyotin uygulanmasi ile
isaretlenmis molekdiller Streptavidin manyetik boncuklari ile izole edilerek kiitle spektrometresi
ile kimliklendirilmistir.

Bulgular: Kiitle Spektrometresi sonucunda CRY ve TIM ile etkilestigi diistinilen anlamh
proteinler listelenmistir. Tanimlanan molekiillerin fotoreseptor kompleksinde bulundugu ve
bunlarin hangilerinin gercekten CRY veya TIM ile etkilestigi klasik immunopresipitasyon (IP) ve
Bi-molekiler Floresan Tamamlama (BiFC) teknigi ile test edilecektir.

Sonug: Bu calismanin sonunda Drosophila fotoreseptériiniin ¢alismasina dair modeldeki
eksiklerinin tamamlanmasi ve fotoreseptor kompleksinde yeni faktorlerin tanimlanmasi

beklenmektedir.

Bu calisma 2157278 numarali proje numarasi ile TUBITAK destek programinca desteklenmistir.
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Temozolomidin Glioma Hiicrelerinde Eksozomal Hsp70 Anlatimi ve Hiicre Migrasyonu
Uzerine Etkisi

Cansu Kilcl', Aslihan Sengelen’, Murat Pekmez?
' istanbul Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Biyoteknoloji ve Genetik Ana Bilim Dali
2 stanbul Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii

Amacg: Glioblastoma multiform (GBM), yiliksek 6liim oranlarina sahip birincil, oldukca agresif
bir beyin malignitesidir. Isi soku proteinleri (Hsp) GBM’de asiri eksprese edilirler, timor hicresi
proliferasyonunda ve ilerlemesinde etkilidirler. Bu nedenle tedaviye artan bir direng¢ gosterirler.
Eksozomal Hsp70 ise, timor biliyiimesinde, hiicre goc¢linde ve metastazinda anahtar rol oynar.
Temozolomid (TMZ) GBM tedauvisi icin bir kemoterapi ajanidir. TMZ’nin eksozomal Hsp’ler,
ozellikle Hsp70 lzerindeki etkisi henliz tam olarak anlasilamamistir. Bu calismanin amaci
TMZ’nin eksozomal ve hiicresel Hsp70 ekspresyon profili ve timaor hiicresi gocu tzerindeki
etkisini arastirmaktir.

Yontem: TMZ’nin hiicre proliferasyonu tizerindeki etkisi MTT analizi ile belirlendi. Eksozom
izolasyonunu dogrulamak icin Western Blot yontemi ve Taramali Elektron Mikroskopisi

ile gorunttleme yapildi. TMZ’nin Hsp70 Uzerindeki etkisi ise Western Blot yontemi ile
degerlendirildi. Hiicrelerin go¢ kabiliyeti in vitro cizik testi (in vitro scratch assay) ile
degerlendirildi. istatistiksel analiz tek yonlii ANOVA ve ardindan Tukey post-hoc testi ile
yapildi. Anlamlilik sinirn P <0.05 olarak kabul edildi.

Bulgular: TMZ uygulamalari (25 ve 200 pM), hiicre ici Hsp70’in ekpresyonunu artirirken
eksozom icinde bulunan Hsp70’in anlatiminin ise azaldigi goruldi ve 750 uM TMZ tedavisi
sonucunda ise hem hlicrede hem de eksozom icinde Hsp70 seviyelerinin azaldigi gézlendi.
Ekstrasellliler ortamda ise arttigi goruldi. Kontrol grubunun hicre ici ve eksozomal Hsp70
diizeyleri karsilastirildiginda, Hsp70 diizeyleri eksozomlardan 6 kat daha yuiksek saptandi.
TMZ ile 48 saatlik tedaviden sonra, migrasyon hizinin doza bagl bir sekilde azaldigi belirlendi.
Go¢ orani 25 UM TMZ icin % 95.1, 200 uM icin % 84.6 ve 750 uM icin ise % 44.8 olarak
bulundu.

Sonugc: Eksozomal Hsp70 seviyelerinin TMZ ile azaldigl, hiicresel Hsp70 ekspresyonunun
doza bagli bir sekilde arttigi gosterildi. TMZ’nin hiicre goc¢u tzerinde 6nemli bir etkisi oldugu
bilinmekle birlikte elde edilen verilere gére, TMZ konsantrasyonu arttik¢a hiicre gog¢lnin
yavasladigi ve azaldigi gozlendi.

Tesekkiir: Bu calisma istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yiritiici Sekreterliginin
29087 numaral projesi ile desteklenmistir.
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Vazoaktif intestinal Polipeptid’In Yiizey Adsorpsiyonu Varliginda Lc-Ms/Ms Yontemi lle
Karakterizasyonu

Sema Koyuturk', Erol Sener?
' Abdi ibrahim ilag A.S. Arastirma & Gelistirme (Ar-Ge) Merkezi

2 Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dali

Amagc: Vazoaktif intestinal polipeptidin (VIP) norolojik dokularda diisiik konsantrasyonlarda
bulunmasi nedeniyle, calismalar sirasinda meydana gelen ylizey adsorpsiyonuna

ragmen, hassas ve yiiksek duyarliktaki LC-MS/MS ile analizi i¢cin ydntem gelistiriimesi ve
karakterizasyonunun saglanmasi hedeflenmistir.

Yontem: VIP’in analizi icin LC-MS/MS (1290 LC ve 6460 Triple Quad MS sistemi, Agilent
Technologies) ile yontem optimize edilmistir.
. C18,100*2.Amm, 2.7um, 160A
» %0.2 formik asit-su (A hatti) %0.2 formik asit-ACN (B hatt)
« 0.2 ml/dak
< 2ul
- 30°C
« MS parametreleri:
» Scan, SIM, Product iyon ve MRM modunda analizler gerceklestirilmistir.
- Fragmentor voltaji: 120V
- Parcalama enerjisi (CE): 20V
- Hicre ici hizlandirici voltaj (CAV): 5V
- Peptidin temas ettigi ylzeylere (pipet ucu, tlip, vial vb.) adsorpsiyonunun meydana
gelmesinin engellenmesi icin deneysel malzemeler %1 BSA ile kaplanmistir.
+ %1 Asetik asit-%50 ACN iceren seyreltme ¢ozeltileri kullanilarak VIP ¢ozeltileri hazirlanmistir.
- VIP standart ¢ozeltisi icin farkli saklama kosullarindaki stabilitesinin adsorpsiyon lizerine
etkisi incelenmistir.

Bulgular: 3325 Da molekil agirhgina sahip VIP’in M+5 yikll iyonu olan 665.9 kiitlesi MRM
yontemi ile parcalandiginda 799.5 ve 770.7 fragment kitleleri basarili bir sekilde karakterize
edilmistir.

Sonug: VIP’e ait temel iyonun yaninda peptidin parcalanmasi sonucu elde edilen ¢oklu
yliklenmis turleri de gdzlenebilmistir. VIP’in ylizeye adsorpsiyonu tam olarak engellenemese
de farkl seyreltme ¢ozeltileri ve BSA ile kapli malzemeler kullanilarak VIP pikinin adsorpsiyon
varliginda MS’te gozlenebildigi gosterilmistir.
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Poliarjinin Etiketli TEV Proteaz (TEV-C9R) Enziminin Bakteriyel Uretim Proses
Optimizasyonu

Latif Akbulut, Baran Dingiloglu, Gizem Dinler Doganay
istanbul Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii

Amac: TEV proteaz enzimi, rekombinant proteinlerden afinite etiketlerinin veya proteinlerin
¢oziunurltgund arttiran flizyon proteinlerinin uzaklastirimasinda sik¢a kullanilan viral bir
enzimdir. Afinite etiketlerin ve flizyon proteinlerin kesiminde sik¢a kullanilan Faktor Xa,
Enterokinaz ve Thrombin gibi diger alternatifler olmasina karsin TEV proteaz, yedi amino asitlik
peptit motifine (E-X-X-Y-X-Q-(G/S); X herhangi bir amino asit) olan ytiksek seciciligi nedeniyle
daha fazla tercih edilmektedir. TEV proteazin lretim siirecinde karsilasilan en biiyiik problem
hicre icindeki dustik ¢cozunurliguddur. Literatirde bulunan TEV proteaz rekombinant protein
Uretimine ait calismalarda, ¢ozunurligu arttiran bircok flizyon protein denendigi gorulmustur.
Bu asamada karsilasilan en blytk problem flizyon proteininin blytkliginden kaynaklanan
TEV proteaz aktivite diististidiir. Bu calismada, C-ucunda ¢ozinurltigd arttirmak icin poliarjinin
etiketi ve N-ucunda 6xHis-etiketi iceren TEV proteazin lretim prosesinin optimizasyonu ve
karakterizasyonu amaclanmistir.

Yontem: Poliarjinin-etiketli TEV proteaz enziminin (TEV-COR) ifadesini ve ¢ozinurligunu
arttirmak icin hiicre hatti, inkiibasyon sicakligl, indiikleyici konsantrasyonu ve besi yeri
optimize edilecek parametreler olarak belirlenmistir. Hlicre hatti olarak Escherichia coli W3110
ve Rosetta (DE3) kullaniimistir. Hiicre lizatinin ¢éziindr ve ¢ozinir olmayan kisimlari her bir
parametre icin SDS-PAGE ile analiz edilmistir. TEV-COR proteazi afinite kromatografisi ile
saflastinimistir. Saflastirilan dGrtintin karekterizasyonu ortogonal teknikler ile yapilmis ve son
Urlintin aktivitesi 6l¢llmustdr.

Bulgular: Kullanilan farkli besi yerlerinde TEV-COR ifadesinde anlamli bir degisiklik
saptanmamustir. inkiibasyon sicakliginin diisiiriilmesiyle birlikte TEV-C9R ifadesinin ¢éziiniir
fazda arttigi gozlenmistir. W3110 hiicre hattinin, Rosetta (DE3) hiicre hattina kiyasla protein
ifadesinin daha ylksek oldugu tespit edilmistir.

Sonugc: TEV-COR proteazin buyuk bir miktarinin hiicre lizatinin ¢6ziiniir olmayan kisminda
oldugu saptanmistir. COR etiketinin protein ¢ozlinlirligind arttirmada istenilen seviyede
olmadigina karar verilmistir. ileriye déniik calismalarda ¢oéziiniirliigi arttiran farkl etiketlerin
denenerek, Uretim proseslerinin optimizasyonu hedeflenmistir.
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Bag-1S:VCP/P97 Etkilesiminin Meme Kanseri Hiicre Hattinda incelenmesi

Ezgi Bastiirk, Ozge Tath, Miray Tiirk, Gizem Dinler Doganay
istanbul Teknik Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii

Amacg: Protein kalite kontrolli (PQC), hiicre sag kalimina katkida bulunan proteostazinin
saglanmasinda kritik 5neme sahip hiicresel bir mekanizmadir. Yanls katlanmis/katlanamamis
salgi ve membran proteinleri, VCP/p97 araciligiyla endoplazmik retikulumdan (ER)
sitoplazmaya tasinarak ER-iliskili degradasyon (ERAD) mekanizmasi yoluyla yikim icin
ubikitin/proteazom sistemine (UPS) hedeflenir. BAG ve ubikitin-benzeri (UbL) olmak Uzere iki
fonksiyonel domenden olusan ve meme kanseri hiicrelerinde asiri ifade edilen ¢ok fonksiyonlu
Bag-1 proteininin proteostazi tizerindeki etkisini belirleyen ¢cok sayida etkilesim partneri vardir.
Bag-1'in, Hsp70 ve UPS etkilesimleri araciligiyla protein katlanmasi ve yikim siirecleri ile iliskili
oldugu bilinmektedir. Laboratuvarimizdaki 6n bulgular Bag-1'in ERAD proteinleri ile etkilesimini
ortaya koymustur. Bu calismada, farkli kanser tirlerinin tedavisinde potansiyel hedeflerden
biri olan PQC sisteminde yer alan VCP/p97’nin anti-apoptotik Bag-1ile olasi etkilesiminin
incelenmesi amaclanmistir.

Yontem: Olasi Bag-1:VCP/p97 etkilesimi in siliko olarak PRISM web sunucusu araciligiyla
incelenmistir. insan VCP/p97 ve Bag-1S proteinlerine ait gen dizileri, N-ucuna 6xHis-etiketi

ve TEV kesim bolgesi eklenerek pcDNA3.1 memeli ekspresyon vektoriine klonlanmistir.
Olusturulan plazmitler meme kanseri hiicre hattit MCF-7 hiicrelerine transfekte edilerek Bag-1S
ve VCP/p97 proteinlerinin asiri ifadesi saglanmisti. MCF-7 hiicrelerinde hedef proteinlerin
asiri ifadelerinin hiicre canlihgina etkisi MTT ile incelenmistir. 6xHis-etiketli VCP/p97 ve Bag-
1S proteinleri, His-etiketiyle ¢coktirilmis ve Bag-1S:VCP/p97 kompleksi immiin-blotlamayla
arastinlmistir. immiinositokimya deneyleri ile, 6xHis-etiketli VCP/p97 ve Bag-1S proteinlerinin
hiicre ici ko-lokalizasyonlari in situ incelenmistir.

Bulgular: in siliko analizler sonucunda Bag-1in BAG domeni ile monomerik VCP/p97’nin D1
ATPaz domeninin etkilesebilecedi dngorilmistir. Coktlirme analizleri ve immiinositokimya
deneyleri degerlendirildiginde VCP/p97 ve Bag-1 proteinlerinin ayni komplekste yer aldigi ve
hiicre icinde ko-lokalize olduklari tespit edilmistir.

Sonug: Bag-1 proteininin ERAD yolagi proteini olan VCP/p97 ile etkilesiminin Hsp70 saperonu
araciligi olmadan dogrudan da gerceklesebilecegdi ihtimali dogmustur. Devam etmekte olan
calismalarimizin i1siginda Bag-1ve VCP/p97 proteinlerinin iliskisi agiklik kazanarak, kanserde
protein yikim mekanizmalarinin dnemi vurgulanmis olacaktir. Bu yonuyle literatiire ve yeni
hedef molekiillerin kesfine katki saglayacaktir.

Bu calisma TUBITAK 119Z261 numarali 1001 projesi tarafindan desteklenmektedir.
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Anti-Apoptotik Bag-1 Isoformlarinin Raf Kinazlarla Fosforilasyon Bagimh Etkilesimi
Formalinde

Ozge Tatll', Miray Tiirk?, Ecenur Cebi?, Zeynep Sahin?, Gizem Dinler Doganay?
' istanbul Medeniyet Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
2 stanbul Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Amac: Hiicreleri apoptotik uyaranlardan koruyan ve siklikla insan kanser hiicrelerinde asir
ifade edilen Bag-1 proteini, BAG ailesinin 6nemli bir tyesidir. Bag-1'in bilinen etkilesim ortaklari
olan C-Raf ve B-Raf serin/treonin-protein kinazlar, cogalmayi ve hiicre sag kalimini regiile eden
MAPK yolaginda yer alir. Bag-Tin, iki Raf izoformu olan C-Raf ve B-Raf ile olan etkilesimi, kanser
hicrelerinin uzun sireli sag kaliminda kritik rol Ustlenmektedir. Ancak Bag-1'in fosforilasyona
bagli Raf aktivasyon dongulistindeki kesin rolli bilinmemektedir. Bu calismada, meme kanseri
hiicrelerinde Raf kinazlar ve anti-apoptotik Bag-1 proteini arasindaki etkilesimlerin Raf
aktivasyon dongustndeki yeri arastiriimistir.

Yontem: ilk olarak, His6 etiketli Bag-1S, Bag-1L, C-Raf ve B-Raf cDNA dizileri memeli
ekspresyon vektoriine klonlanmistir. C-Raf ve B-Raf’in aktivasyon dongtisuniin ilk adiminda
gorev alan S-338 ve S-446 amino asitleri yonlendirilmis mutagenez yoluyla fosfoserini taklit
eden aspartat amino asitiyle degistirilmistir. Ayni serin amino asitleri alanine cevrilerek
fosforilasyonun inhibe edildigi inaktif Raf kinaz formlar olusturulmustur. MCF-7 hiicrelerinde
hedef proteinlerin asiri ifadelerinin hiicre canliigina ve proliferasyona etkisi MTT ve koloni
formasyon deneyleriyle incelenmistir. Transfekte edilen hiicrelerden elde edilen protein lizati
ile His-coktiirme deneyleri yapilarak Bag-1/Raf etkilesimleri test edilmistir. immiinositokimya
deneyleri ile Bag-1in Raf’larla fosforilasyon-bagimli hiicre ici ko-lokalizasyonu in situ ortamda
degerlendirilmistir.

Bulgular: Calismamizda, Bag-1/Raf kinaz etkilesimlerinin fosforilasyona bagimlihgini arastirmak
icin, aktif veya inaktif Raf kinazlarin Bag-1S ve Bag-1L izoformlari ile etkilesimleri His-¢oktlirme
deneyleri yoluyla incelenmistir. His-¢coktlirme deneyleri, Bag-1L'nin tamamen inaktif C-Raf

ve B-Raf ile etkilesime girerken, agirlikli olarak Bag-1S’nin Raf kinazlarin fosfomimetik olarak
aktif formlari ile etkilesime girdigini gostermistir. Bag-1S ile gerceklestirilen immiinsitokimya
deneyleri, Bag-1/Raf kinaz etkilesiminin fosforilasyona baghligini dogrulamistir.

Sonugc: Bag-Tin aktif ve inaktif Raf kinaz formlari ile fosforilasyon bagimli izoform-spesifik
etkilesimi, Bag-1 proteininin Raf kinazlari aktiflestirmekten ziyade aktif formlarini stabilize
ettigini distindirmektedir. Bag-1'in fosforilasyona bagl Raf aktivasyon déngusiindeki roltintin
aydinlatiimasi kanser hticrelerinin uzun sireli sag kaliminda gérev alan MAPK yolaginin
hedeflenmesi calismalarina katkida bulunacaktir.

Bu calisma TUBITAK tarafindan desteklenmektedir (1172848).
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Bag-1’In Otofajik Hiicre Sagkaliminda Izoform-Spesifik Regililator Rolii

Miray Tiirk!, Ozge Tatli?, Gizem Dinler Doganay'
! istanbul Teknik Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik
2 [stanbul Medeniyet Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Amagc: Anti-apoptotik Bag-1, alternatif translasyon mekanizmasi ile uretilen, N-ucu farkh, C-ucu
ortak tic major izoformdan olusan adaptér bir proteindir. izoformlar tasidiklari domainlere gére
hiicrede nukleusta veya stoplazmada bulunabilirler. Bu sayede, farkli proteinlerle etkilesim
kurarak apoptoz, proliferasyon veya hiicre sag kalimi gibi farkli yolaklarin kontroltinde

gore alirlar. Bag-1in Hsp-70 ve Raf-1 kinaz disinda en ¢ok bilinen etkilesim partnerlerinden

biri olan Bcl-2, BH3-aile lyeleri ile etkileserek apoptozu, Beclin 1ile etkileserek de otofaji
mekanizmasini kontrol etmektedir. Bu sebeple Bcl-2/Beclin 1 etkilesimi hiicre 6lim/sag kalim
mekanizmalarinin kontrolu icin kilit rol oynamaktadir. Calismamiz kapsaminda, Bcl-2’nin bilinen
etkilesimlerinden yola cikarak, Bag-1in Bcl-2 ve Beclin 1 kompleksindeki olasi varhiginin MCF-7
ve BT474 insan meme kanseri hiicre hatlarinda arastiriimasi amaclanmistir. Bag-1'in Beclin 1
tizerinden Bcl-2/Beclin 1 kompleksine katilarak hiicre sag kaliminin regiilasyonunda gorev
alabilecegi dustunulmektedir.

Yontem: Olasi Bag-1/Beclin 1 etkilesiminin MCF-7 ve BT-474 insan meme kanseri hiicre
hatlarinda incelenmesi icin His6-etiketli Bag-1S, Bag-1L ve Beclin 1 proteinlerinin MCF-7 ve BT-
474 hicre hatlarinda overekspresyonunu ve Ni-NTA recineye baglanmasini iceren ¢ift yonli
¢oktirme deneyleri yapilmistir. Proteinlerin hiicre ici ko-lokalizasyonlari ise immunositokimya
deneyleri ile in situ olarak gdsterilmistir. Bag-1 ve Beclin T'in hiicre sag kalimi Gizerindeki etkisi
ise koloni formasyon ve MTT deneyleri ile gdsterilmistir.

Bulgular: Bag-1/Beclin 1 etkilesimlerinin incelenmesi icin her iki hiicre hattinda da Ni-NTA
¢oktlirme deneyleri yapilmis, bunun sonucunda hem Bag-1S’nin hem de Bag-1L'nin Beclin 1ile
birlikte ¢oktiigii gdzlenmistir. Immunositokimya deneyleri sonucunda ise Bag-1S ve Beclin 1
sitoplazmada birlikte gozlemlenirken Bag-1L nukteusta gézlenmistir. Koloni formasyon ve MTT
deneyleri sonucunda, Beclin T'in ve her iki Bag-1izoformunun hiicre proloferasyonu lzerinde
etkisi oldugu gosterilmistir.

Sonug: Bag-Tin Ni-NTA ¢oktiirme deneylerinde Beclin 1ile birlikte gdozlemlenmesi, kanserde
hlicre sag kaliminda etkili oldugu gdsterilmis olan Beclin 1'in regiilasyonu lzerinde etkili
olabilecedi, dolayisiyla Bcl-2 ve Raf-1 etkilesimlerine ek bir mekanizma ile de hiicre sag
kalimini saglayabilecegi diisunilmektedir.



== Ulusal Proteomik Kongresi @
PA grest g

T o T @ 27-29 Subat 2020, Kog Universitesi, istanbul

P29

WST-1 Canlilik Testinin Limitasyonlari: Topotekanin Sitotoksik Etkisinin Olciilmesinde
Yanlis-Pozitif Sonuclar

Seving¢ Yanar, Murat Kasap, Aylin Kanl
Kocaeli Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

Amac: Mitokondriyal enzimler ile indirgenerek formazan kristalleri olusturan tetrazolyum tuzlari
hiicre canlilihgi ve sitotoksite arastirmalarinda yaygin olarak kullaniimaktadir. Tetrazolyum

tuzu temelli bir test olan WST-1 testi benzerlerine kiyasla daha hassas olmasi sebebiyle
kultirdeki hlicrelerin nispi proliferasyon oranlarini degerlendirmek icin son yillarda siklikla
tercih edilmektedir. Bu calismanin amaci WST-1 testinin, bir kemoterapi ilaci olan topotekanin
hicre canlihgina etkisini degerlendirmede guvenli bir sekilde kullanilip kullanilamayacagini
arastirmaktir.

Yontem: Kiiciik hiicreli akciger kanser hticre hatti olan DMS114 hiicrelerine artan dozlarda
topotekan uygulanmis, 24 ve 48 saat inklibasyon siireleri sonunda canlilik analizi 6nce
WST-1 testi ile yapilmistir. Ardindan sonuglar metabolik aktiviteden bagimsiz calisan Trypan
Blue Exclusion (TBE) testi ile karsilastiriimistir. Analiz sonuglari standart ANOVA proseddri
kullanilarak degerlendirilmistir.

Bulgular: Yapilan analizlerde topotekan dozundaki artisla orantili olarak hiicre canlihiginda
diists oldugu gozlemlenmistir. Ancak WST-1 testi sonucundaki canlilik oranlarinin TBE
testiyle elde edilen sonuclara kiyasla carpici bir sekilde daha ytksek oldugu belirlenmistir.
istatistiksel analizler iki farkli test ile elde edilen sonuclarin dnemli dl¢iide farkl oldugunu
ortaya koymustur. Bu fazla tahmin edilen canlilik oranlari, WST-1 ile topotekan arasinda ciddi
bir enterferans oldugunu disiindirmektedir.

Sonug: Elde edilen bulgulara dayanarak, topotekan ya da baska ilaclarin hiicre canliligina
etkisi arastirilirken WST-1 testinden elde edilen verilere dikkat edilmesi dnemle tavsiye
edilmektedir. Sonuglarin yanlis yorumlanmasini énlemek icin tetrazolyum tuzu temelli testlerin
metabolik olmayan diger testlerle desteklenmesi 6nerilmektedir.
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Serum-Tabanlh Biyobelirte¢ Kesfinde Yeni Bir Metodolojik Yaklasim

Mehmet Sarihan, Merve Giilsen Bal Albayrak, Murat Kasap, Guirler Akpinar
Kocaeli Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

Amac: Kan; zengin icerigi, kolay ulasilabilirligi ve canli organizmadaki tim sistemler ile
etkilestiginden dolayi pek ¢ok hastaligin tani ve takibinde kullanilabilecek biyobelirtecleri
iceren degerli bir biyolojik sividir. Ancak gliniimiizde klinik uygulamalarda kisitli sayida
serum-tabanli biyobelirte¢ rutin olarak kullanilabilmektedir. Bu biyobelirte¢ler serumun
proteomunun yaklasik %1-1,5’luk dilimini olusturan diisiik miktarli protein grubu icerisinde yer
aldiklarindan tanimlanmalari zordur. Ayni zamanda serum proteinlerinin %95’den fazlasini
olusturan albiimin, immiinoglobulin ve transferrin gibi yiiksek miktarl proteinler gruplari
tarafindan maskelenmeleri, biyobelirteclerin belirlenmesini ve analizlerini ciddi anlamda
etkilemektedir. Glinimuizde yapilan biyobelirtec kesif calismalarinda kandaki yliksek miktarda
bulunan proteinler afinite-koromotografisi gibi yontemlerle uzaklastirilarak yeni biyobelirtecler
tanimlanmaya calisiimaktadir. Ancak bu konuda bazi basarilar elde edilse de bu yontemlerin
getirdigi ciddi dezavantajlar bulunmaktadir. Bu heden calismamizda serum-tabanl biyobelirtec
kesfinde daha verimli bir metodolojik yaklasim gelistirdik.

Metod: Taze alinan kan drneklerinden serum sivisi elde edildi. Serum, icerisindeki
immunoglubulinlerin uzaklastiriimasi icin HiTrap Protein G HP kolondan gecirildi ve sonrasinda
PrepCell Model 491 sistemi kullanilarak albumin icermeyen 65 kDa altindaki fraksiyon toplandi.
Elde edilen fraksiyonlar birlestirildi. Stir-cell sistemi kullanilarak proteinler konsantre edildi ve
ayni zamanda tampon degisimi gerceklestirildi. Elde edilen proteinler kullanilarak iki boyutlu
jel elektroforezi ve LC/MS analizleri yapildi ve sonuclar degerlendirildi.

Bulgular: Gelistirdigimiz yaklasimla, albiimin ve immunoglubulinlerin maskeleme etkilerinin
oldukca azaltildigl ve aday biyobelirteclerin de aralarinda bulundugu disuk miktardaki kan
proteinlerinin hem sayisal hem de kalitatif anlamda ciddi bir artis gdsterdigi belirlendi. Yapilan
analizler sonucunda diger metotlarla tespit edilemeyen ve biyobelirte¢ degeri olabilecek
proteinler tanimlandi.

Sonug: Gelistirdigimiz bu yontemle serum-tabanl biyobelirte¢ calismalarinda minimal protein
kaybiyla cok daha verimli sonuclar elde edebildigimiz goriildi. Bu yontemle ayni zamanda
serum proteinlerinin %55’den fazlasini olusturan ve yiliksek miktarda protein baglama
kapasitesinden dolayi “slinger etkisi” yapan albliiminin etkisinin ciddi anlamda azaltilabildigi
gozlemlendi. Gelistirilen yontemin iki boyutlu jel elektroforezi ve LC/MS analizi gibi yontemler
icinde uygun olmasi genis kullanilabilirlik alani saglamaktadir.
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Glypican-3 ve 5 Proteinlerinin Hiicre Boliinmesindeki Fonksiyonel Rollerinin Belirlenmesi

Ezgi Memis', Nazan Saner', Nurhan Ozlii', Ulrike Eggert?
' Kog Universitesi Fen Fakiilresi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii
2 King’S College London Randall Division Of Cell & Molecular Biophysics

Amac: Hiicre bollinmesi; kromozomlarin, hiicre bolinmesiyle iliskilendirilmis cesitli
proteinlerin, hiicre iskeletinin ve hiicre zarinin koordineli calismalari ile gerceklesen bir
surectir. Hicre boliinmesinin molekdler biyolojisi uzun zamandir arastirilmasina ragmen,
hiicre yuzeyi proteinleriyle hiicre i¢i bolinme mekanizmasinin 6zellikle sitokinez sirasinda
nasll iletisim kurdugu Uzerine yapilan galismalarin sayisi oldukca azdir. Hiicre bolinmesi
bozukluklarinin kanser gibi pek ¢ok hastaliga neden oldugu bilindiginden, bu hastaliklarin tani
ve tedavisinde hiicre yiizeyi proteinlerinin fonksiyonel ve komiunikatif rollerinin 6grenilmesi
hayati 6nem tasimaktadir. Bunun yaninda, hiicre ylzeyi proteinlerinin, biyomarker olarak ve
tedavisel amaclarla kullaniimak icin oldukc¢a uygun adaylar oldugu pek ¢cok kez gosterilmistir.
Bu nedenle, bu calismada, iki hiicre yiizeyi proteininin, Glypican 3 ve 5 (GPC3 ve GPC5), hiicre
bélinmesindeki rolleri arastinimaktadir.

Yontem: HRP’ye bagli yakinlik bazl biyotinleme (HRP dependent proximity-based biotinylation)
yontemi kullanilarak, kiitle spektrometresi yardimiyla s6z konusu proteinlerin etkilesim
partnerleri belirlenmeye calisiimaktadir. Bunun yaninda, bu proteinleri kodlayan genlerin insan
hiicrelerinde indiiklenebilir CRISPR/Cas9 (inducible CRISPR/Cas9) ydntemiyle susturulmasinin
(knock-out) veya proteinlerin asiri ifade edilmesinin (overexpression) hiicre biyolojisine etkileri
cesitli biyokimyasal yontemlerle (immiinofloresan ve immiinoemdirim (immunoblotting) gibi)
incelenmektedir.

Bulgular: Hiicre bdlinmesinin ¢esitli evrelerinde, yesil floresan etiketli ilgili proteinlerin
lokalizasyonlari belirlenmistir. Bu proteinlerin ifadelerinin susturulmasi sonucunda hticrelerde
cok-cekirdeklilik ve kusurlu kromozom ayrimi gézlemlenirken, asiri ifade edilmesi durumunda
ise hucrelerin yuzey yapiskanliklarini kaybettikleri gozlemlenmistir. Kiitle spektrometresi
kullanilarak yapilan ve ilgili proteinlerin etkilesim partnerlerini bulmayr amaclayan proteomik
incelemeler devam etmektedir.

Sonug: Yukarida bahsi gegen bulgular, GPC-3 ve GPC-5 proteinlerinin hiicrelerin ylizey
yapiskanligi, kromozom ayrimi ve hiicre bolinmesi gibi suireclerde etkili olduklarini
gostermektedir.
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SH-SY5Y Noéroblastoma Hiicre Hattinda In Vitro Nérojenik Farklilastirma Sirasinda
Proteom Karakterizasyonu

Eyliil Ece islek Camadan, Murat Kasap, Giirler Akpinar
Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

Giris: SH-SY5Y insan kdkenli ndroblastoma hiicre hatti in vitro Parkinson Hastaligi (PH)
calismalarinda siklikla model olarak kullaniimaktadir. SH-SY5Y hiicrelerinin PH calismalarinda
ozellikle tercih edilmesinin sebebi ise PH'na ait metabolik yolaklarda bulunan genlerin biytk
bir kisminin bu hticre hattinin genomunda korunur durumda olmasidir. Ayrica, SH-SY5Y
hiicreleri dopamin transporterlerini ve reseptorlerini ifade edebilmektedirler. Bununla beraber,
SH-SY5Y hiicreleri ‘ndron’ olarak tanimlanmaktan ise ¢ok uzaktirlar. Son zamanlarda yapilan
calismalar bu hiicrelerin ‘néron-benzeri’ hiicrelere farklilastirilabildigini gostermektedir. Bu
sebepten dolayi farklilastirma stirecine tabii tutulan SH-SY5Y hicrelerinin farklilastirma
surecine tabii tutulmayan hiicrelere gére PH icin daha iyi bir in vitro model olabilecegine
kanaat getirmekteyiz.

Amag: Biz de bu calismamizda SH-SY5Y ndéroblastoma hiicrelerini kendi olusturmus
oldugumuz kisa ve etkili bir nérojenik farklilastirma protokoltine tabii tutarak ‘néron-benzeri’
yapllar elde etmeyi amacladik.

Yontem: Farklilastirma sirasinda TH, DDC, DRD1, DRD2, PARK2, DJ1 ve PINK1 gibi PH ile

ilgili genlerin, daha 6nceden belirlenmis olan farkli zaman araliklarinda, mRNA ve protein
diizeylerindeki ifadeleri gozlemlendi. Ayrica, farklilastirma protokolt Imminfloresan
mikroskobu kullanilarak Nestin, NeuroD1, NeuN, TH ve Nurr1 gibi mature néron markarleri ile
karakterize edildi. 2DE ve nLC-MS/MS calismalari da farklilastirma silireci esnasinda olusan
proteom farkliliklarini gézlemlemek icin uygulandi.

Bulgular: Calismamiz SH-SY5Y hiicrelerinde norojenik farklilastirma siirecini daha etkili bir
bicimde sunan ilk calismadir.

Sonug: Sonug olarak; norojenik olarak farklilastirilan SH-SY5Y hicrelerinin PH icin kesinlikle
daha iyi bir in vitro model olduklari saptanmistir.

Bu calisma TUBITAK ARDEB 1002 Hizl Destek programi kapsaminda 1185806 kodu ile
desteklenmektedir.
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Sinif IA PI3K izoformlarinin Sinyal iletimindeki &zgiin Hedefleri

Hazal Beril Catalak Yilmaz, Onur Cizmecioglu
Bilkent Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii

Amacg: PI3K sinyal yolagi kanserde siklikla etkinlesen yolaklardan birisidir. Butiin Sinif 1A
PI3K’ler, katalitik ve dlizenleyici altbirimlerden olusmakta, ve plazma membranindaki PIP2
molekdillerini PIP3’e fosforile etmektedir. Sinif IA katalitik altbirimleri -p110a, p1103, ve p1106-,
kanserde mutasyona ya da amplifikasyona ugrar. Buttin Sinif |A katalitik izoformlarinin
topyekiin inhibisyonu yaygin bir toksisiteye yol actigindan, 6zellikle p110a ve p1103’nin
izoforma 6zel hedeflerinin belirlenmesi, PI3K mutant kanserlerde hedeflere yonelik terapinin
gelismesine buyuk katki saglayacaktir.

Yéntem: izogenik fare embriyonik fibrolastlari (MEFler), genetik olarak stabil ve transforme
olmamis fenotiplerinden yararlanilarak hiicre ici sinyalizasyon deneylerinde, 6zgiin modeller
olarak kullaniimistir. MEFler, p110a ve p110@’y1 kodlayan PIK3CA ve PIK3CB’nin ilk ekzonlarina
LoxP bolgeleri yerlestirilecek sekilde gelistiriimistir. Bu sekilde, p110a ve p110B3’nin genomdan
silinmesi kontrolll, ve izoform spesifik hedeflerin calisiimasina olanak saglanacak bicimde
gerceklestirilebilir. Bir lipidasyon modifikasyonu olan Miristoilasyon (Myr), proteinlerin plazma
membranina baglanmasini saglamakla beraber belli kinazlarin stirekli aktivasyonunu tetikler.
Bu calismada, MEFler 5’-uclarinda Myr sinyali bulunan sinif 1A p110’larla transfekte edilip
izoforma 6zel hedefler calisiimistir. Proliferasyon deneyleri, farmakolojik inhibisyonlar, ve
fosfospesifik antikorlar ile baglasik imminoblotlar, izoformlara 6zel hedeflerin bulunmasinda
kullanilan yontemlerdir.

Bulgular: Miristoile olmus p110lar hem ortak hem de izoformlara 6zgu Akt substratlarini
fosforile etmislerdir. Bahsedilen spesifik hedeflerin varligi Doksorubisin, Sisplatin, ve MK2206
(pan-Akt inhibitori) kullanilarak belirlenmistir. Rapamisin’le mTORC1, Everolimus’la mTORC1
ve 2, EHT1864’le Rac1 inhibisyonu aktif PI3K izoformlarinin, farkli sinyalizayon bilesenleri
kullandiklarina yonelik bulgulari gi¢lendirmistir.

Sonug: Bu calisma, sinif 1A PI3K izoformlarinin 6zgtin asagi akim sinyal bilesenlerini kontrol
ettigini, ve translasyonel regiilasyonu, metabolizma ve hatta sagkalimda birbirinden farkli
rollerinin oldugunu gdstermektedir.
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Serebral Kortekste Goc Eden Noronal Hiicrelerin Proteomu: Heterotopi Hastaliklarinin
incelemesi

Berfu Nur Yigit', Nazli Ezgi Ozkan Kiiciik', Biisra Aytiil Akarlar!, Ayda Sentiirk’, Ceyda Seren
Ceyhan', Cansu Akkaya', Ali Yurtseven', Esther Klingler?, Denis Jabaudon?, Fiona Francis?,
Nurhan Ozlii*

' Kog Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Departmani

2 Cenevre Universitesi, Tip Fakiiltesi, Sinir Bilim Bolimii

3 Fer A Moulin Enstitiisti, Sinir Bilim Bolumdi

Amag: Kortikogenezin sirasinda go¢ eden néronal hiicrelerin, hedef lokasyonlari disinda
yerlesimleri serebral korteks bdlgesinde bant veya noduler kitle olusumuna neden olmaktadir.
Epileptik nobetler, zeka ve gelisim geriligi ile iliskilendirilen bu hastaliklar ile ilgili literatlirde
DNA ve transkripsiyon seviyelerinde ¢calismalar bulunmaktadir. Calismadaki amacimiz,
literatiirde eksik kalan subkortikal bant heterotopi ve periventrikiiler nodtiler heterotopi
hastaliklarinin; fare modelleri ve hiicre hatlar araciligi ile proteom, interaktom ve fosfoproteom
analizlerinin yapilmasi: hastaligin protein seviyesindeki farkliliklarinin ortaya konulmasidir.

Yontem: Korkeksin farkli katmanlarinda yer alan hiicre poptilasyonlarini embryonik ve gelisim
dénemlerine ayirarak proteomik analizler yapabilmek; hiicre sayisi limitasyonu dolayisi ile
zorlu olmaktadir. Bu sebeple, dncelikle kitle spektrometresinde genis proteome analizi
yapabilmek icin gereken minimum ndron sayisi saptanmistir. Kiitle spektrometresi icin test
edilen noron atalari; FlashTag adi verilen 6zel bir teknik ile embriyonik farelerden toplanmistir.
Bu orneklerde proteinlerden, peptit yapilarina gecislerde yasanan kayiplari engellemek amaci
ile farkli kimyasal icerikli tampon sollisyonlar denenerek, néronlara 6zel kiitle spektrometresi
yéntemi gelistiriimistir. Orneklerde, yiiksek miktarda bulunan proteinlerin, diisiik olanlari
baskilamasini engellemek ve tespit edilen protein sayisini arttirmak icin; yiksek pH-HPLC
kullanilmistir. Farkli deney kosullarini kantitatif karsilastirmak amaciyla, TMT adi verilen peptit
seviyesinde etiketleme yapan kimyasallar kullaniimistir.

Bulgular: Go¢ eden hiicrelerin genis proteom analizi i¢in gereken minimum néron sayisi

1 milyon olarak tespit edilmistir. Hafif deterjan iceren tampon ¢ozelti kullaniminin kditle
spektrometresi analizlerinde protein sayisini arttirdigi tespit edilmistir. Yiksek pH-HPLC ile
1500 nicel protein sayisi 5800 nicel proteine ylikselmistir.

Sonug: Giinimizde, ndron go¢ hastaliklari Gizerine mutasyon tespit calismalari hastalar
lizerinde devam etmektedir. Hastalik ile iliskilendirilen mutasyon sayisinin artmasina karsin,
protein seviyesindeki degisimler bilinmemektedir. Calismamiz, subkortikal bant heterotopi ve
periventrikiler noduler heterotopi hastaliklarinin farkliliklarina iliskin fare modelleri ve hiicre
hatlari aracihgi ile ilk bulgulari sunmaktadir.
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Kanser Hiicre Déngiisii Asamalarinda Keratin 8 interaktorlerinin Arastiriimasi

Ceyda Seren Ceyhan, Biisra Harmanda, Berfu Nur Yigit, Busra Aytul Akarlar, Altug
Kamacioglu, Nazh Ozkan, Ayda Sentiirk, Ali Yurtseven, Nurhan Ozlii
Kog Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik B&liimii

Amac: Keratin reorganizasyonunun hiicre boliinmesi sirasinda nasil bir molekiler mekanizmasi
oldugunu daha detayl anlayabilmek icin, GFP etiketli Keratin 8 proteininin, kanser hticre
doéngusunun farkli asamalarinda yakalanmasi ve GFP immiinopresipitasyonu yapilarak
interaktor proteinlerin analiz edilmesi amacglanmaktadir.

Yontem: Hela S3 hiicreleri Keratin 8-GFP ve bos GFP vektorleri araciligiyla Lipofectamin
kullanilarak transfekte edildi ve 400 ug/ml genetisinli besiyer icinde seleksiyona birakilarak
GFP pozitif hiicreler bluyutuldu. Stabil olarak Keratin 8-GFP ve bos GFP ifade eden Hela
hticreleri timidin kullanilarak interfaz, S-tritil-L-sistein kullanilarak mitoz ve purvalanol a
kullanilarak sitokinez evresine senkronize edildi ve peletlendi. Toplanan hicreler patlatildiktan
sonra tiim hicre lizatlari GFP-Trap rezinler ile inklibe edilerek Keratin 8-GFP ve GFP kaynasik
proteinlerin ¢oktirilmesi saglandi. Saflastirilan kaynasik proteinler triptik olarak kesilerek
peptit karisimi elde edildi ve nano-sivi kromotografisine bagl Q-Exactive Orbitrap kiitle
spektrometri ile analiz edildi.

Bulgular: HelLa S3 hiicre hattinda yapilan deneyler ve kiitle spektrometri analizleri sonucunda,
hiicre déngustnin farkli asamalarindaki Keratin 8 interaktdrleri tespit edilmis ve haritalanmistir.

Sonug: Keratin reorganizasyonunun hiicre boliinmesindeki molekiler mekanizmasini
anlayabilmek icin detayl bir interaktom olusturulmustur.
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Sitokinez Sirasinda CLIC4 lle Etkilesen Proteinlerin BiolD Metodu lle Tespit Edilmesi ve
Tanimlanan Etkilesimlerin Arastiriimasi

Beste Senem Degirmenci, Zeynep Cansu Uretmen Kagiali, Nazan Saner, Mehmet Akdag,
Erdem Sanal, Giirkan Mollaoglu, Nurhan Ozlii
Koc Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Amag: CLIC (Chloride-Intracellular-lon-Channel) proteinlerinin hiicre béliinmesindeki roli
pek bilinmemektedir. Hiicre bolinmesi sirasinda hiicre ylizey proteomundaki degisikleri
analiz eden bir calisma, CLIC4 ve CLIC1 proteinlerinin mitotik hiicrelerin ylizeyinde arttigini
gostermistir (Ozlu vd., 2014). Calismamizda CLIC4 ve CLIC1 proteinlerinin hiicre boliinmesine
sirasinda etkilestigi proteinler ve bu etkilesimlerin roliiniin arastiriimasi hedeflenmistir.

Yontem: Yakinhiga bagh biyotinleme (Proximity-dependent-biotin-identification, BiolD)

ve kutle spektrometresiyle CLIC4’lin hiicre bélinmesindeki olasi etkilesim partnerleri
belirlenmistir. Deneyde CLIC4’ln hiicre ylizeyine localize olamayan mutant versiyonlari
kontrol olarak kullanilmistir. Bio-ID sonuglarinda, CLIC4’tin mutasyonda goriilmeyen, dogal
versiyonlarina 6zgu olasi etkilesim partnerlerinden sitokinezde gorevli proteinler secilmistir.
Floresan mikroskobuyla, CLIC4’lin ve etkilesim proteinlerin konumu sitokinezdeki hiicrelerde
goruntilenip analiz edilmistir. CLIC4 ile etkilesim partnerleri arasindaki yakinligr géstermek
amaciyla yakinlik ligasyonu deneyi (Proximity-Ligation-Assay, PLA) yapilip analiz edilmistir.

Bulgular: Bio-ID deneyiyle CLIC4’lin olasi etkilesim partnerleri olarak, sitokinezde dnemli rolleri
oldugu bilinen Anillin, ALIX ve Ezrin proteinleri bulunmustur. immiinofloresan boyamalarla,
CLIC4 ve etkilesim partnerlerinin bolinme bogumunda ayni yere konumlandigi goérulmustuir.
PLA deneyi, Anilllin ALIX ve Ezrin proteinlerinin CLIC4 ile ¢cok yakin konumlandigini
ispatlamistir. Kontrol hiicrelerde aktif Ezrin bélinme bogumunda konumlanirken, CLIC4

ve CLIC1 proteinleri susturulmus hiicrelerde, aktif Ezrin proteinin bdliinme bogumunda
konumlanmadigi gorilmustur.

Sonug: Bulgular, CLIC4 ve CLIC?in bélinme bogumunda konumlanmasinin, sitokinezin basarili
gerceklesmesi icin &nemli bir asama oldugunu gostermistir. BiolD deneyleriyle bulunan
etkilesim partnerlerinden Ezrin proteini ile CLIC4’Un karsilikli etkilesiminin hiicrenin basarili
sitokinez gerceklestirmesinde rol oynadigi belirlenmistir (Uretmen Kagiali vd., 2019).
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Alzheimer Hastaligi 5XFAD Modellemesi lle Metaproteomik Yontemler Kullanilarak
Bagirsak Florasinin Arastiriimasi

Esra Ayan, Emel Akgiin, Ahmet Tarik Baykal
Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Bolimii

Amac: Mantarlar, bakteriler, parazitler ve virlslerin kompozisyonundan olusan insan

bagirsagi, bireyden bireye degisen mikrocesitlilik sergilese de, her bireyde saglikli olmanin
azami kosulunu saglayan ¢ekirdek hiikmiinde bir mikrobiyota komiini vardir. Bu simbiyotik
mikro-cevrenin miktari ve kalitesindeki disbiyotik degisiklikler cok cesitli hastaliklara yol
acabilmektedir. Bunlarin basinda nérodejeneratif hastaliklar da bulunmaktadir ki; kronik

seyirli progresif bir Merkezi Sinir Sistemi dejenerasyonu olan ve zamanla bilinen patogenez
neticesinde 6liimle karakterize olan Alzheimer Hastaligi (AH) bunlardan birisidir. Bu ¢alismada,
erken - ge¢ evre (3 ve 12 aylik), AH hastasi [5XFAD transgenik(tg)] ve normal fare modellerinin,
birbirleri ve kendi iclerindeki kiyasi neticesinde bagirsak flora farkliliklari ve bu farkhliklarin
beraberinde getirdigi proteom profil devinimleri nanoLC-MS/MS kullanilarak arastiriimistir.

Yontem: Biyolojik drneklerin diskilarindan tiim mikrobiyota izole edilmis, yaklasik 25 mg
mikroorganizma izolatindan da protein ekstraksiyonu yapilmistir. Ekstraksiyondan 100 pg
protein kullanilarak FASP (Filter Aided Sample Preparation) yontemiyle peptitler elde edilmistir.
200 ng/pL olacak sekilde de peptitler cihaza enjekte edilmis 120 dk analize birakilmistir. Ham
verilerden peptit tanimlanmasi ve kantitasyonu icin Progenesis-QIP yazilimi kullaniimistir.
Analiz sonrasi mikroorganizma taksonlarinin ve proteinlerin ayrintili analizi icin Unipept 4.0
yazilimi kullaniimistir.

Bulgular: Erken - ge¢ evre normal yaslanma veya tg fare yaslanmasi (3aylik’dan 12ayliga)
kiyasinda taxa ve proteom profillerinde degisimler gézlenmistir. Ayni sekilde erken evreyi
temsilen 3 ayliklarin veya geg evreyi temsilen 12 ayliklarin kendi i¢lerinde normal ve tg fare
kiyasinda taxa ve proteom profillerinde degisimler gézlenmistir. Ayrica normal yaslanma
stirecinde ortak olan veya hasta yashhgi stirecinde ortak olan taxa ve proteom profilleri
birbirlerine gore devinim sergilemistir.

Sonug: Bu calisma ilk olma &zelligi ile literatiire 1sik tutacaktir, ayrica daha fazla tekrar
edilebilirlige olan ihtiyaci ile birlikte; hastalik semptomlari kendini belli etmeden ¢ok dnceki
donemlerde bagirsakta gerceklesen mikrobiyota, proteom ve dolayisiyla molekdiler devinimler
analiz edilerek, hem potansiyel biyobelirte¢ adaylarini tespit edilebilmek hem de hastaligin
olusum mekanizmasina isik tutmak mimkdin olabilir.
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Yenidogan 5XFAD Transgenik Fare Modeli Beyin Dokusunda MALDI Gériintiileme
Calismalan

irep Uras', Merve Karayel Basar', Betiil Sahin2, Ahmet Tarik Baykal'
' Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
2 Acilbadem Labmed Ar-Ge Merkezi

Amac: Alzheimer Hastaligi (AH) yas ilerledikce unutkanlikla ortaya ¢ikan, hafizada ve
konusmada bilissel bozulmalarin goruldigu, en yaygin nérodejeneratif hastaliklardan biridir.
AH’nin ileri donemleri tizerine yapilan calismalar bircok bilinmezi aydinlatsa da hastalik
patolojisinin hangi noktada basladigini ve bu baslangi¢ noktasinda molekiler seviyede
nasil degisimler oldugu heniiz aydinlatilamamistir. Onceki proteomik calismalarimizda,
yenidogan proteomunun, literatiirdeki postmortem AH insan proteomik calismalariyla

ve transgenik fare modellerinin semptomatik donem proteomik calismalariyla benzerlik
gosterdigi gozlemlenmistir. Bu sonuclar, AH’nin dogum kadar erken bir donemde var olup,
bazi mekanizmalarla susturulmus gizli bir periyoda girerek, beynin hasarlara daha agik
oldugu yashhk doneminde tekrar ortaya ¢ikiyor olabilecegi fikrini dogurmustur. Bu ¢alismada,
yenidogan AH fare modeli beynindeki degisimlerin ayrintili incelenmesi ve AH patolojisinin
erken evredeki molekdler izlerinin MALDI-IMS goérintiileme teknigi kullanilarak ortaya
citkarilmasi amaclanmistir.

Yontem: Yasa baglh motor fenotip ve hafiza kayiplari géstermesinin yani sira intrandral A%
birikimi ve yasa bagli aksonal dejenerasyon gdsterdigi icin AH calismalarinda kullanish bir
in-vivo model olan 5 mutasyonlu AH transgenik fare modeli (5XFAD) kullaniimistir. Yenidogan
(24saat) 5XFAD farelerden disekte edilen beyin dokularindan cryostat (Thermo) yardimiyla
kesitler Indium tin oxide (ITO) kapli cam slaytlar lizerine alinmistir. Tripsin uygulamasini takiben
slaytlar, tripsinizasyon icin inkilibasyona birakiimis ve ardindan slaytlar lizerine peptit analizine
uygun matrix olan DHB (2,5-Dihydroxybenzoic acid) uygulanmistir. MALDI-IMS analizleri Bruker
RapiFlex Tissuetyper MALDI TOF/TOF cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir. MALDI-IMS ile
elde edilen dokuya ait datalar SCILS 2D (Bruker) yazilimi kullanilarak analiz edilmistir.

Bulgular ve Sonu¢: MALDI-IMS analizleri sonucunda elde edilen gértnttlerin SCILS 2D
yazihmi kullanilarak segmentasyon analizi yapiimis ve dokularda belirgin bir bdlgesel ayrilma
gozlemlenmistir. Bu sonug, bolgelerin birbirinden farkli proteomlara sahip olarak birbirinden
ayrilabildigini gostermektedir. MALDI-IMS goriintlileme analizleri, bize yenidogan 5XFAD fare
modelindeki beyin fizyolojisinin nasil degistigi konusunda ekspresyon calismalariyla elde
edilemeyen bdlgesel bilgiler vermistir. Bu 6n ¢alisma sonucunda elde edilen verilerin erken
evrede AH patolojisinin olusum mekanizmalarini ortaya ¢ikaracagi distinilmektedir.
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Dogal Alkaloid Bir Bilesigin Alzheimer Hastaligi Tedavisi Uzerindeki Terapotik Etkisi

irem Kinis', Merve Karayel Basar', Biisra Giirel', Betiil Sahin?, Jiilide Coskun?, Tomasz
Mroczek®, Ahmet Tarik Baykal'

' Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyokimya AD
2 Acibadem Labmed Ar-Ge Merkezi

3 Lublin University, Pharmacognasy

Amac: Alzheimer Hastaligi (AH), yaslilarda gortilen demansin en yaygin formu olup, bilissel
bozulma, ileri davranissal bozukluklar ve 6lim ile karakterize ndrodejeneratif bir hastaliktir.
Diinyada en sik gortlen olim sebeplerinde 5. siradadir ve hala hastaligin ilerleyisini durduran
ya da tersine ceviren bir tedavi bulunmamaktadir. Bu projedeki amag, AH icin umut vaadeden
dogal bilesiklerin, ileri evre AH fare modelinde uygulanarak potansiyel ilaclarin tespit
edilmesini ve iyilestirici mekanizmalarinin ortaya cikarilmasini saglamaktir.

Yontem: 6 farkli dogal bilesik, 12 aylik (patolojik evre) 5 farkli ailesel Alzheimer mutasyonu
tastyan 5xFAD transgenik farelere i.p uygulandi (n=6-8). Pozitif kontrol olarak FDA onayli AH
ilaci, Galantamine kullanildi. Morris Su Labirenti testi ile hafiza ve 6§renme Uzerine etkileri
arastirilarak, iclerinde en iyi gelisme gosteren bilesik secildi. Kan-beyin bariyeri gecisi TSQ-
MS ile arastirildi. Hipokampls, korteks ve serebellum bolgelerinde LC-MS/MS ile protein
ekspresyonundaki degisiklikler Gzerinden ilacin etki mekanizmasi arastirildi ve iliskili yolaklar
aciga cikarildi.

Bulgular: Bilesik 3 6grenme ve hafizada istatistiksel olarak anlamli iyilesme gosterirken,
galantaminede anlamli bir degisilik bulunamadi. LC-MS/MS analizleri sonucunda, her beyin
bodlgesinden 2000’in Gizerinde protein tanimlamasi gerceklestirildi ancak sadece korteks
bolgesinde Bilesik 3 icin 145, galantamine icin 36 anlamli ifade farkliligi gosteren protein tespit
edildi (p<0.05, g<0.05, degisim kat sayisi>1.3). Bu proteinlerden 26 tanesinin iki bilesikte ortak
oldugu bulundu. Galantamine ve Bilesik 3 enjeksiyonu ile ortak degisen proteinler ve Bilesik
3’e 6zg proteinlere iliskin yolaklarin AH’nin temel gostergelerinden amyloid beta ve tau
patolojisi ile iligkili oldugu belirlendi.

Sonug: Bilesik 3’lUn giinimuzde ilag olarak kullanilan galantamineden daha yliksek potansiyeli
oldugu ve 6grenme ve hafizayi gelistirdigi acikca gozlemlenmistir.

Tesekkiir: Sunulan datalar 2155168 No’lu TUBITAK-Polonya Arastirma Kurumu (NCBR) ikili
is Birligi cercevesinde desteklenen “Alzheimer Hastaligi Tedavisine Yonelik Yeni Dogal
Bilesiklerin Tanimlanmasi Ve Nérodejenerasyon Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi” baglikli
proje kapsaminda elde edilmistir.
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Multi-Omiks Yaklasimla iskelet Kasi Rejenerasyon ve Farklilasmasinda Rol Oynayan
Faktorlerin Meta-Analizi

Hasan Basri Kili¢, Cetin Kocaefe
Hacettepe Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

Amacg: Hicre disi matris (ECM), iskelet kasi gelisimi ve hasar tamirinde temel bir yapisal

rol oynamaktadir. Bu sureclerde kas hicreleri ve diger stroma hiicrelerden salgilanan
yapisal proteinler ECMi sekillendirmektedir. Kronik hasar etkisi ile uzamis tamir stireci, geri
dontistimstiz protein birikimine yol acar ve fibrozis olarak isimlendirilir. Tim organlarda,
fibrozisin benzer bir sekilde ilerledigi bilinmekte, islev kaybi ve organ yetmezliklerine neden
olmaktadir. Molekiiler temellerinin aydinlatilmasi ile fibrozisin durdurulmasi veya yavaslatiimasi
mumkun olabilir. Bu amacla, ECM birikimi ve olgunlasmasi stirecini diizenleyen faktorlerin
anlasiimasi gerekmektedir.

Bu calismanin amaci, iskelet kasinda fizyolojik ve patolojik stireclere ait transkriptom ve
proteom verilerini kullanarak, ECM birikimi, olgunlasmasi ve fibrozis stirecindeki yeni
oyunculari ve duzenleyicileri tanimlamaktir.

Yontem: insan, fare ve sicana ait in vivo ve in vitro iskelet kasi gelisimi, hasar tamiri ve
patolojilerine ait yedi transkriptom verisi BRB Array Tools ile incelenmis, bioconductor
paketleri ve DAVID arayiizu ile adlandiriimistir. Anlamlilik kosullarini (p<0.01) saglayan genler,
iki kat de@isimi ve ECM yerlesimine gore (sinyal dizisi) filtrelenmis ve ortak ifade agi ortaya
konmustur. Bu bulgularin protein diizeyinde dogrulanmasi amaciyla myoblast ve myotip
salgl proteomlari (sekretom) ve kemik iligi kokenli mezenkimal stromal hiicreleri sekretomlari
karsilastinimistir. MaxQuant (1.6.10) ile ham MS verileri analiz edildikten sonra Perseus (1.6.10)
yardimiyla istatistiksel olarak anlamlandiriimistir.

Bulgular: Gergeklestirilen meta-analiz, iskelet kasi gelisimi ve tamiri stireglerine dahil olan
ortak ve farkli kolajen proteinlerini ortaya koymustur. Fibrozis sireci ile iligkili bilinen ECM
diizenleyicileri (TIMPler, BMPler vd.) gozlenmistir. Glidimstiz kiimeleme analizi yaklasimyla
ECM gelisimi ve diizenlenmesi ile iligkisi bilinmeyen 108 yeni gen kesfedilmistir. Proteom
verileri bu genlerin 6nemli bir kismini desteklenmektedir. Bu dogrultuda, Bilinen yapisal genler
ve sinyal iletim slreci yaninda olasi bir tedavi hedefi olarak degerlendirilebilecek yeni sinyal
molekdilleri ve yeniden modelleme diizenleyicileri tanimlanmistir.

Sonug: Bu calisma ile elde edilen yeni sinyal molekdillerinin islevsel kavram kanitlarinin ortaya
konmasi ile fibrozis tedavisine yonelik yeni hedefler tanimlanmis olacaktir.
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Tiroid Kanseri icin Metabolizma Tabanl Yeni Nesil Tani Modeli

Dilek Kazan, Dilan inan, Dilara Yerli, Rahime Ersoy, Kazim Yalgin Arga
Marmara Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Biyomiihendsilik Bolimii

Amac: Bir endokrin organi olan Tiroid bezi, viicut fonksiyonlarinin diizenlenmesinden biylime
ve gelisime kadar pek cok metabolik aktivitede etkin rol alan cok 6énemli bir organimizdir.
Trioid bezinin az ya da fazla calismasi durumunda ortaya ¢ikan hastaliklarin yani sira, noduller
ve tiroid kanserleri sik gorulen tiroid hastaliklaridir. Son yillarda, tiroid kanseri vakalari diinya
capinda artis gostermektedir. Papiller (PTC), folikiiler (FTC), zayif farklilasmis (PDTC) ve
anaplastik (ATC) olmak lizere dort ana alt-tipte siniflandirilan tiroid kanserleri arasinda, PTC
tipi tiim vakalarin yaklasik %90’ ini olusturmaktadir. Ote yandan, ATC tipi ise en 6limciil alt-

tip olarak karsimiza ¢cikmaktadir. Ultrason ile tanilamanin tiroid kanserlerindeki artisa sebep
olmasinin yani sira iyonize radyasyona maruz kalma, iyot eksikligi ve ailede benzer kanser
turlerinin gorulmesi baslica risk faktorleri olarak rapor edilmektedir. Bunun yani sira, yasam
tarzi ve cevresel risk faktorleri de tiroid kanserindeki artisin sebepleri arasinda yer almaktadir.
Metabolom, gen-cevre etkilesiminin son urtinlerinden biri olarak ortaya ¢ikmasi sebebi ile
tiroid kanserlerinin birbirine dontisumunt anlamakta ve ortak biyobelirteclerin belirlenmesinde
yardimci olabilir.

Yontem: Yukaridaki aciklamalar isiginda, bu calismada 2006-2019 yillari arasinda Science
Direct, PubMed, Google Scholar vb. veri tabanlarinda yayinlanan g¢alismalarin kapsamli bir
taramasi yapilmis ve yiksek guvenilirlikli deneysel yontemlerle tiroit kanseri turleri ile iliskisi
ortaya konmus metabolitler belirlenmistir.

Bulgular ve Sonug¢: Metabolitlerin biyokimyasal ve metabolik yolak bazli siniflandirmalari
yapilmis, biyolojik stireclerle iliskileri ortaya konmus; boylelikle tiroid kanser alt-tiplerinin
metabolizma seviyesinde molekiiler benzerlikleri ve farkliliklar arastiriimis, tiroid kanserleri ile
iliskili metabolik yolaklar tespit edilmis ve yapay zeka yaklasimlari ile metabolizma tabanl tani
modellerinin gelistiriimesi icin gerekli kurgu olusturulmustur.



SNP PA Ulusal Proteomik Kongresi gf

T T ® Universitesi, istanbul

P44

DnaK ATPaz Domeni Niikleotit Baglanma Dinamiklerinin IM-MS lle incelenmesi

Baran Dingiloglu’, Melis Korkmaz', Gizem Dinler Doganay?
' istanbul Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji-Genetik ve Biyoteknoloji
2 [stanbul Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Amag: Bir 1sI soku proteini olan Hsp70, saperon ailesinde en ¢ok korunan ve hiicre igcinde
aktif olarak ifade edilen proteinlerden biridir. Hsp70 en temel gorevi olan protein katlanmasini,
allosterik modilasyona dayanan, substrat baglanma domeni (SBD) ve niikleotit baglanma
domeni (NBD) arasindaki ¢ift yonli iletisim ile saglar. Diger bir deyisle, ATP molekdlinin
NBD’ye baglanmasi, SBD’de substrat yiiksek ilgili kapali-kapak konformasyonundan, substrat
disuk ilgili agik-kapak konformasyonuna gegisini uyarir. Bu calismada, iki domen arasi kopri
vazifesini goren

388VLLL392 amino asit dizisini iceren ve icermeyen iki farkli NBD’den olusan DnaK

(Hsp70 bakteriyel homologu) 388 ve 392 molekdllerinin pH ve kon gerilimi (cone voltage)
degisimlerine ek olarak ATP baglanmasinin molekiliin yapisal dinamiklerinin tizerindeki
etkisinin aciklanmasi amaclanmistir.

Yontem: DnaK-388(linker-) ve DnaK-392(linker+) iceren vektorler BB1553 (AdnaK) hiicrelerine
aktarilmistir. Rekombinant olarak uretilen bu iki Hsp70 nikleotit baglanma domeni homologu
FPLC yardimiyla saflastinimistir. Saflastirilan rekombinant DnaK 388 ve 392’nin farkli pH ve kon
gerilimleri altinda, ATP varliginda ve yoklugundaki dinamikleri IM-MS teknigi ile incelenmistir.

Bulgular: Bu calismada elde edilen veriler neticesinde, DnaK 388 ve 392 molekiilleri
arasindaki temel farklilik olan NBD ve SBD domenleri arasi bir nevi kdpri gorevi géren amino
asit sekansinin DnaK’nin konformasyonel dagihmlarini diizenledigi ve NBD’nin degisen ortam
sartlarina gosterdigi dinamik degisimlerde gorev aldigi bulunmustur.

Sonug: Tim bu calismalar sonucunda DnaK’nin linker lizerinden pH’a bagli olarak niikleotit
baglanma domeninin (NBD) dinamigini etkilemekte oldugu gosterilmistir. Hsp70 linker
bolgesinin protein-protein etkilesimlerine bagl hastaliklarda olasi ila¢ hedefi olma potansiyeli
vurgulanmistir.
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