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oz

Akciger kanseri, kansere bagli 6liimlerin baslica nedenlerinden biri olup, bu hastaligin
tan1 ve tedavisinde kullanilabilecek potansiyel biyobelirteglerin tanimlanmasi veya yeni molekiiler
mekanizmalarin aydinlatilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. Kanser kok hiicreleri (KKH), kok hiicre
benzeri Ozellikler gosteren, timoriin olusumu, prolifersyonu, invazyonu ve metastazinda rol
oynayan kritik hiicre populasyonlaridir. Dolayisiyla KKH’leri hedeflenmesi, basta akciger kanseri
olmak {izere pek ¢ok kanser tiiriiniin tan1 ve tedavisinde hayati bir rol {istlenmektedir.

Bu caligmada 3D (ii¢ boyutlu) kiiciik hiicreli disi1 akciger (KHDAK) tiiméroidleri
olusturulmus, bu tiimdroidlerin KKH gelismini indiiklemek amaciyla hipoksik mikrogevreye
maruz brrakilmiglardir. Hipoksik ve normoksik ortamlarda biiyiitiilmiis tiimdroidlerden
zenginlestirilmig hiicre membran proteinlerin izole edilmistir. Elde edilen zenginlestirilmis hiicre
membran protein lizat1 proteomik yontemler ile analiz edilmistir. Toplamda tiim kosullarda 2225
adet protein tanimlanmigtir. Bu tanimlanan proteinlerin dnemli bir kismi (yaklasik %40) hiicre
membranina lokalizedir. Proteomik analiz sonucunda hem normoksik hem de hipoksik kosullarda
KKH iligkili (DLL1, NOTCH1 TSPANS, THBS1, CALR, PLXNB2, ABCAS, NOTCH2NLB vb.)
proteinler tanimlanmistir. Sonu¢ olarak normoksik ve hipoksik mikrogevre kosullarinda elde
edilen bu proteinler KHDAK’de tani ve tedaviye ydnelik potansiyel biyobelirtec adaylar

sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kanser kok hiicresi, Akciger kanseri, Proteomik, Tiimoroid, Biyobelirteg
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ABSTRACT

Lung cancer, one of the leading causes of cancer-related deaths in man and woman. Cancer stem
cells (CSCs) play an important role in tumor recurrence, progression, and therapy resistance.
Therefore, targeting CSCs plays a vital role in the diagnosis and treatment of lung cancers.

In this study, 3D (three-dimensional) non-small cell lung cancer (NSCLC) tumoroids were
generated and exposed to a hypoxic microenvironment to induce CSC development. Enriched cell
membrane proteins were isolated from tumoroids grown under hypoxic and normoxic conditions.
The enriched cell membrane protein lysate obtained was analyzed by proteomic methods. In total,
2225 proteins were identified under all conditions. A significant portion of these identified
proteins (approximately 40%) were localized in the cell membrane. Proteomic analysis were
identified CSC-related proteins (such as DLL1, NOTCH1 TSPANS, THBS1, CALR, PLXNB2,
ABCAS, NOTCH2NLB, etc.) in normoxic and hypoxic conditions.

As a result, these proteins obtained under normoxic and hypoxic microenvironmental conditions in

this study present potential biomarker candidates for the diagnosis and treatment of NSCLC.

Keywords: Cancer stem cell, Lung cancer, Proteomics, Tumoroids, Biomarker
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GIRIiS

Kanser, giiniimiizde 6nemli bir halk sagligi sorunu olarak varligimi siirdiirmekte ve
hem kandinlarda hem de erkeklerde neden oldugu 6liim oranlari giderek artmaktadir. Diinya
Saglik Orgiitii’niin (DSO)’niin 2022 verilerine gdre, kansere bagli dliimler arasinda akciger
kanserinin dikkat ¢ekici diizeyde bir artig gosterdigi bildirilmistir (GLOBOCAN, 2022).

Bu yiikksek oOliim oranlarinin temel nedenlerinden biri, tedavi yaklasimlarinin
sinirliliklarinin yani sira, kanser kok hiicrelerinin (KKH) metastazin baglatilmasinda ve yayilimin
stirdiiriilmesinde oynadig kritik roldiir. Tiimdr kitlesi icinde normak kanser hiicrelerin disinda bir
popiilasyonu temsil eden KKH’leri; tiimoriin baslamasi, proliferasyonu, invazyonu ve
metastazindan sorumludur. Giincel bulgular, mevcut akciger kanseri tedavi yontemlerinin (cerrahi,
kemoterapi, radyoterapi vb.) hastalik niiksiiniin ana nedeni olan KKH popiilasyonunu tamamen
ortadan kaldiramadigini ortaya koymaktadir. Bu nedenle akciger kanseri kok hiicrelerini (AKKH)
hedef alacak yeni terapotik stratejilerin gelistirilmesi veya spesifik belirteclerin tanimlanmasi,
hastaligin kesin ve etkili bir sekilde tedavi edilebilmesi i¢cin umut vaadeden yaklasimlardir
(Maiuthed ve ark., 2018).

Tiimorler karakteristik olarak hipoksik (oksijen azlig1) ortamlara sahiptir ve bu nedenle
biiylimelerini siirdiirebilmek i¢in yeni damar olusumuna ihtiya¢ duyarlar. Hipoksik kosullarda
hiicreler yagsamlarin1 devam ettirmek i¢in bir dizi genin transkripsiyonuna ihtiya¢ duyarlar (VEGF,
GLUT1 vb.). Bu kosullarda sentezlenen ve bir transkripsiyon faktorii olan “Hipoksi ile Indiiklenen
Faktor” olarak bilinen HIF proteini; hipoksik kosullarda hiicrenin yagamsal faaliyetlerini
stirdlirebilmesi i¢in ihtiya¢ duydugu genlerin transkripsiyonunu saglar. HIF proteini birgok insan
maling kanserde (akciger, kolon, meme, over, prostat, deri, mide vb.) asir1 ifade edilmektedir.
Yapilan arastirmalar hipoksinin, 100’den fazla genin transkripsiyonel uyarimini baglatarak
angiyogenez, metabolizma, hiicre proliferasyonu ve sag kalim {iizerinde etkili oldugunu
gostermektedir. HIF-a aktivasyonu yaklasik %5 oksijende baslar ve oksijen konsantrasyonu
neredeyse anoksik kosullara diistiigiinde aktive olmaya devam eder. Arastirmalara gore KKH'lerle
ilgili olarak, HIF-1a ve HIF-20’nin kanser hiicrelerinde kok hiicre oOzelliklerini (stemness)
korudugu bildirilmistir. Her iki faktor de KKH'nin hayatta kalmasi ve stemness Ozelliklerinin
korunmasinda onemli role sahiptir. Hipoksik yolaginin timdr biyolojisindeki yeri, KKH'leri
mekanizmasini anlamada ve KKH hedefli tedavilerin gelistirilmesinde énemlidir ((Demirel, 2013;
Schoning ve ark., 2017; Tong ve ark., 2018).

Sonug olarak akciger kanseriyle miicadelede, 6zellikle KKH hedefli yeni statejilerin ve
biyobelirte¢ adaylarinin (hiicre membran/yiizey proteinleri vb.) tanimlanmasi 6nemlidir. Modern
bilimin son yillarda gelisen teknolojilerinden (ii¢ boyutlu hiicre kiiltiirii teknikleri, proteomik

yaklasimlar vb.) yararlanilarak akciger kanserlerinin en yaygin alt tipi olan kiigiik hiicreli disi



akciger kanserinde (KHDAK) i¢in potansiyel terapotik hedeflerin ortaya konulmasi, gelecekteki

tan1 ve tedavi yaklagimlarina yeni olanaklar sunacaktir.

1.1.Arastirmanin Amaci
Arastirmanin temel amaci; KHDAK’nde o6zellikle KKH iliskili mekanizmalara
odaklanarak, tan1 ve tedavide kullanilabilecek potansiyel biyobelirte¢ adaylarini tanimlamaktir. Bu

kapsamda;

e Normoksik ve hipoksik kosullar altinda proteomik yaklasimlar kullanarak 6zellikle hiicre
ylizey proteinlerinin (hiicre membran proteinleri) izole edilmesi ve tanimlanmasi,

e Kimyasal (CoCl,) ve fiziksel (Chamber) olmak iizere iki farkli hipoksi mikrogevre modeli
olusturulmasi ve degerlendirilmesi,

e Fizyolojik uygunlugu degerlendirmek amaciyla iki boyutlu (2D) ve ii¢ boyutlu (3D) hiicre

kiiltiiri modellerinin karsilastirilmasi planlanmaistir.

1.2.Arastirmanin Hipotezi

Hipoksik mikrogevre KKH gelisiminde rol oynayan mekanizmalar1 uyarir. Bu durum 6zellikle
hiicre yiizeyinde yer alan proteinlerin ifadelerinde degisikliSe neden olur. Bu farkliliklarin
belirlenmesi, KHDAK’1n tan1 ve tedavisinde kullanilabilecek potansiyel biyobelirteclerin ve hedef

proteinlerin tanimlanmasina katki saglayacaktir.

1.3.Arastirmanin Yeri

Bu arastirma Cukurova Universitesi Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezi’'nde bulunan Gogiis Hastaklari Molekiiler Arastirma Laboratuvari’nda ve Istanbul
Teknik Universitesi biinyesinde Dr. Orhan Ocalgiray Molekiiler Biyoloji-Biyoteknoloji ve
Genetik  Arastirmalar Merkezi (MOBGAM)’da  bulunan GD  Laboratuvari’nda
gerceklestirilmistir.



2. ONCEKi CALISMALAR

Kanser, diinya ¢apinda dliimlerin baslica nedenleri arasinda yer alan 6nemli bir halk sagligi
sorunudur. Kanser insidansi ve mortalitesi her gecen giin artmaya devam etmektedir. 2020’de
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore 19,3 milyon yeni vakasi tanimlanmig ve 10 milyon
kanser Oliimii agiklanmistir. Kadinlarda siklikla rastlanan meme kanseri %11,7 orani ile en sik
teshis edilen kanser olarak ilk sirada yer alirken, %11,4 oraniyla akciger kanseri ikinci sirada yerini
almaktadir. Bunu takiben; prostat kanseri %7,3, kolon kanseri %6, mide kanseri %5,6 ve karaciger
kanseri %4,3 gelmektedir (Sung ve ark., 2021).

Ayni verilere gore kansere bagli 6liimlerin %18 ise akciger kanserine atfedilmistir. Bunu
%8,3 karaciger kanseri, %7,7 mide kanseri, %6,9 meme kanseri ve %35,8 kolon kanseri
izlemektedir. Diinya Saglik orgiitiinlin 2020°daki verilerine dayanarak tahmin edilen ulusal
oranlarin sabit kaldig1 varsayimiyla kiiresel 6lgekte ileriye doniik kanser vakalarimin 20 yilda %47
oraninda artacagi ongoriilmektedir (Sung ve ark., 2021).

2022 yilinda trake, brons ve akciger kanseri nedeniyle yasanan 6liimlerin diinya ¢apinda

haritas1t GLOBOCAN 2022 verilerine gore Sekil.2.1’de olusturulmugtur (GLOBOCAN, 2022)

ASR (World) per 100 000

I 19.8-39.8 N Not applicable i
14.1-19.8 No data
7.5-141
34-75
I 0.95-3.4
2022 Yilinda Trake, Brons ve Akciger Kanseri Nedeniyle Yasa Gore Standardize Edilmis Oliim Hizi (Her iki Cinsiyet, 100.000 Kiside, Diinya Standart Niifusu), GLOBOCAN, 2022

Sekil. 2.1. Trake, brons ve akciger kanseri 6liim oranlar1 (2022, DSO).

2.1. Akciger Kanseri

2.1.1. Akciger Kanseri Epidemiyolojisi
Akciger kanseri kadinlarda ve erkeklerde kansere bagli dliimlerin basinda gelmektedir.
2020°de DSO verilerine gore 1,8 milyon kisi akciger kanserine bagl olarak yasamlarimni yitirmistir.

Erkeklerde ise akciger kanseri en sik goriilen ve en yiiksek 6liim oranina sahip kanser tiiriidiir: 93



iilkede akciger kanseri erkelerde kansere bagli Gliimlerin Oniinde gelen nedenidir. Kadinlarda
kanser mortalite profili heterojen olsa da akciger kanseri yaygin 6liim nedenlerinden biri olarak
dikkat ¢cekmektedir: meme kanseri 110 iilkede, rahim agz1 kanseri 36 iilkede oliimlerin 6nde gelen
nedeni iken, bunu 25 iilkede akciger kanseri takip etmektedir. Asagida DSO 2020 verilerine gore
Sekil.2.2’de erkeklerde ve kadinlarda diinya bolgelerine gore insidanslar verilmistir. Tirkiye

burada Bat1 Asya grununda yer almaktadir (Sung ve ark., 2021).
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Sekil.2.2. Akciger kanseri insidans oranlar1 (2020, DSO).

Sekil.2.3’te 2022 yilinda Tirkiye’de yasa gore standardize edilmis insidans hizi 15 kanser
tiirdi igin verilmistir. Akciger kanseri erkeklerde ilk sirada yer alirken, kadinlarda besinci sirada yer

alir ((GLOBOCAN, 2022).
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Sekil 2.3. 2022 yilinda Tiirkiye’de akciger kanseri insidans oranlart.

Tiirkiye’de T.C Saglik Bakanligr Halk Saglhigi Genel Midiirliigii tarafindan yayimlanan
2009 ve 2019 kanser istatistik raporlarinda, akciger kanseri verileri “Trake, brons ve akciger”
olarak ortak bir baslik altinda sunulmustur. Bu kapsamda 10 yillik siirecte akciger kanserinin yas

gurubu ve cinsiyete gore goriilme oranlari su sekildedir;

e 25-49 yas grubunda, 2019 yilinda erkeklerde %9,9 ile dordiincii sirada yer alirken,
%2,4 kadinlarda ise yedinci sirada yer almaktadir. 2009 yilinda ise erkeklerde
%20,6 ile ilk sirada yer alirken, kadinlarda ise %2,8 ile dokuzuncu sirada yer
almaktadir.

e 50-69 yas grubunda, 2019°da erkeklerde %26,6 ilk sirada yer alirken, kadinlarda
%7,7 ile besinci sirada yer almaktadir. 2009 verilerinde bu oran erkeklerde %30,3
ile ilk sirada yer alirken, kadinlarda %5,6 ile besinci sirada yer almaktadir.

e 70 yas ve iizerinde ise, 2019 yilinda erkeklerde %23,6 ile ilk sirada yer alirken,
kadinlarda %9,4 ile iiclincii sirada yer almaktadir. 2009 yili verilerinde ise
erkeklerde %22,5 ile ilk sirada yer alirken, kadinlarda %6,4 ile dordiincii sirada
yerini almaktadir.

o Tiim yas gruplarinda ise, 2019°da erkelerde %22,8 oraninda ilk sirada yer alirken,
kadinlarda %6,3 oraninda ise dordiincii sirada yer almaktadir. 2009 verilerinde ise
erkeklerde %25,7 ile ilk sirada yer alirken, kadinlarda %4,8 ile besinci sirada yer
almaktadir (Tablo.2.1).



Tablo 2.1. Tiirkiye’de trake, brong ve akciger kanseri ylizde dagilimlar1 (2009-2019).

Tiirkiye’deki 2009-2019 yillarinda Tiim Yas Gruplarinda Cinsiyete Gore
“Trake, Brong ve Akciger” Kanserlerin Yiizde Dagilimlar (T.C. Saglik Bakanlig1 Veri Tabani)

Yillar Erkekler(%) Kadinlar(%)

2009
2010
2011
2012
2013
2014
2015
2016
2017
2018
2019

25,7
233
22,5
218
21,9
21,1
21
22,1
21,7
21
22,8

438
47
43
49
53
5
5,1
54
6
6
6,3

— Erkekler(%)
30
25 \
15
7,5

— Kadmlar(%)

0
2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

2017

2018

2019

edilmis akciger kanseri insidans hizi verilmisir (T.C. Saglik Bakanligi, Tiirkiye Halk Saglig

2009-2019 yillar1 arasinda Tiirkiye’de erkeklerde ve kadimnlarda yasa gore standarize

Kurumu, Tiirkiye Kanser Istatistikleri). (Tablo.2.2).

Tablo 2.2. Tiirkiye’de trake, brong ve akciger kanseri insidans oranlar1 (2009-2019).

Yillar Erkekler(%) Kadmlar(%)
2009 66 8,1
2010 61 8
2011 62,3 7.8
2012 60,4 9.3
2013 59,3 10
2014 52,5 8,7
2015 52,5 9
2016 ST 9.8
2017 56,7 11,1
2018 55,5 10,9
2019 59,9 11,2

Tiirkiye’de “Trake, Brons ve Akciger” Kanserinin 2009-2019 yillar arasinda
Yaga Gore Standardize Edilmis Goriilme Hizlar1 (Birlesik Veri Tabani)
(Diinya Standart Niifusu 100.000 Kiside)

— Erkekler(%) = Kadinlar(%)
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2.1.2. Akciger Kanseri Etiyolojisi ve Risk Faktorleri

Akciger kanseri ¢ogu iilkede en sik goriilen, kotii prognoza sahip ve en 6nde gelen 6liim
nedenlerindendir. Tan1 ve tedavideki teknolojiyle parelel olarak yasanan ilerlemelere ragmen, sag
kalim oranlar1 akciger kanseri hastalarinda tatmin edici diizeyde degildir. Gegmisten gilinlimiize
yiiriitiilen aragtirmalarin sonucunda akciger kanseri gelisimi ig¢in en dnemli risk faktoriiniin uzun
stireli sigara kullanim1 oldugu dogrulanmistir. Sigara igmek akciger kanseri i¢in en 6nemli risk
faktoriidiir ve sigara icmek akciger kanseri vakalarinin %80-90’1nin nedenidir. Akciger kanseri
gelistirme riski sigaraya bagli olarak erkeklerde % 17, kadinlarda ise %12 iken, sigara kullanmayan
bireylerde ise %]1.5 oranindadir. Literatiirde, nikotinin apoptotik siireci engelleyebildigi
bildirilmistir. Ayrica tiitiin dumani bilesenleri bagisiklik tepkilerini inhibe ederek viicudun dogal
savunma mekanizmasini etkileyerek karsinogeneze yol agcabilmektedir (Smolarz ve ark., 2025).

Aynt zamanda genetik faktorlerin disinda, radon, asbest, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar, arsenik, berilyum, kadmiyum, silicon, vinil kloriir, nikel ve krom bilesikleri ve
dizel motor egzozu gibi bilesiklere uzun siireli maruziyetler akciger kanseri gelisimine katki
sagladiklar1 vurgulanmaktadir. Bu bilesikler cogunlukla DNA’ya baglanma yetenegine sahiptir ve
bu durum yeni mutasyonlarin olusmasina katki saglamaktadir (Smolarz ve ark., 2025). Ornegin;
diinya c¢apinda asbestin mesleki kanser i¢in morbidite, sakatlik ve mortalitenin 6nde gelen nedeni
oldugu, 4120 bin vakada 236 bin 6liime neden oldugu tahmin edilemektedir (Mukhopadhyay ve
ark., 2025).

Akciger kanseri gelisiminin olumsuz c¢evre kosullari veya uygunsuz yasam kosullari
disinda genetik yatkinliga bagli olarakta meydana gelmektedir. Amerikali aragtirmacilar, kalitsal
genetik degisikliklerin (patolojik germ hatt1 varyantlar1 (PGV)) tespitinin, akciger kanseri riskinin
ortaya konulmasinda biiyiik 6nem tasidigin1 vurgulamislardir. Genetik yatkinligin erken tespiti bu
hastaligin riskini azaltmada, erken tami ve tedavide onemlidir. 7788 akciger kanseri hastasi ile
yapilan bir arastirmada bu hastalardan 1161 tanesinin su ana kadar bilinen 91 kanser mutasyonunda
kalitsal olarak degisikliklere sahip oldugu tespit edilmis ve bu lezyona sahip hastalarin %95,1 nin
mevcut tedaviler ile tedavi edilebilir oldugu veya erken tan1 kapsaminda oldugu goriilmiistiir
(Smolarz ve ark., 2025).

Bazi aragtirmalar kronik akciger inflomasyonunun akciger karsiyogenezine katki sagladigi
bildirilmistir. Ek olarak KOAH (Kronik obstriiktif akciger hastaligi) ve tiiberkiillozun akciger

kanseri iligkisini arastiran arastirilmalarda mevcuttur (Saygideger Kont, 2015)

2.1.3. Akciger Kanseri Histopatolojik Siniflandirmasi

Yiiksek mortalite ve morbiliteye sahip olan akciger kanseri ge¢misten giiniimiize kadar
kansere bagli 6liimlerin baginda gelmektedir. Geleneksel olarak akciger kanseri kiigiik hiicreli disi
akciger kanseri (KHDAK) ve kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK) olarak siniflandirilmaktadir.
KHDAK tiim akciger kanseri vakalarmin yaklasik %851 iken, KHAK ise %15°ni kapsadigi



bilinmektedir. KHDAK iginde; adenokarsinom, skuamdz hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli
karsinom en sik goriilen histolojik subtipleridir (Duma ve ark., 2019).

DSO, 2021 yilinda mevcut smiflandirmayr giincelleyerek detayli ve kapsamli Torasik
Timorleri Siniflandirmast  yapmustir. Giincelleme, morfoloji goz Oniinde bulundurularak,
immiinohistokimya (IHC) ve molekiiler tekniklere dayanan ilkelere gore yapilmistir (Tablo.2.3 ve
Tablo.2.4) (Duma ve ark., 2019). Siniflandirmasinda adenokarsinomlardaki baskin patern ile alt tip

siniflandirmasi yerini korumus ve prognoz ile iligkili iic kademeli yeni bir derecelendirme sistemi

kullanilmaya baglanmistir (Cakir, 2024; Nicholson ve ark., 2021).

Tablo 2.3. Akciger Kanseri Smiflandirmas1 (2021, DSO).

Epitalyal Tiimérler
Papillomlar
«Skuaméz hiicreli papillom
°NOS
einverted
«Glandiiler papillom
«Miks skuaméz hiicreli ve glandiiler papillom

Adenokarsinomlar
¢Minimal invaziv adenokarsinom
°Nonmiisinéz
°Miisinéz
<Invaziv nonmiisinéz adenokarsinom
oLepidik
° Asiner
°Papiller
>Mirkopailler
°Solid
«Invaziv miisinoz adenokarsinom

Adenomlar

«Sklerozan pnomositom
«Alveolar adenom
«Papillar adenom

Prekiirsor glandiiler lezyonlar

«Atipik adenomatdz hiperlazi

<Adenokarinoma in situ
°Nonmiisinéz

«Bronsiolar adenom/Sili muonodiiller papiller - °Miisinéz

Miisindz kistadenom
Mukoz gland adenom

Skuaméz prekiirsir lezyonlar
«Skuamoz hiicreli karsinoma in situ
«Hafif skuaméz displazi
Ortaskuamoz displazi

«Siddetli skuaméz displazi

Skuaméz hiicreli karsinomlar
«Skuamoz hiicreli karsinom, NOS
°Keratinize
°Nonkeratinize

«Miks invaziv miisinéz ve nonmiisindz adenokars °Bazaloid

*Kolloid adenokarsinom
oFetal adenokarsinom

> Adenokarsinom, enterik tip
° Adenokarsinom,NOS

Diger epitelyal tiimoroidler
¢NUT karsinom

Lenfiepitelyal karsinom

Biiyiik hiicreli karsinomlar
«Biliyiik hiicreli karsinom

<Torasik SMARCA4-eksikligi gosteren idiferansiye timor

Tablo2.4. Akciger Kanseri Siniflandirmasi (2021, DSO).

Noroendokrin Neoplaziler
Prekiirsor lezyon

Noroendokrin karsinomlar

«Diffiiz idiopatik noroendokrin hiicre hiperplazisi <Kiigiik hiicreli karsinom

Akcigerin Mezenkimal Tiimoérleri
«Pulmoner hamartom
«Kondrom
«Diffiiz lenfanjiyomatozis
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2.1.3.1. Adenokarsinom

Adenokarsinomlar akciger kanserinin en yaygin (%40) histolojik alt tipidir ve oldukca
farkli klinik, radyolojik, molekiiler ve histolojik spektrumlarda bulunurlar. Adenokarsinomlar;
adenokarsinoma in situ, minimal invaziv adenokarsinoma ve invaziv karsinoma olmak iizere birden
fazla alt tiplere ayrilmigtir (Tablo.2.3) (Sharma ve ark., 2025).

Akciger parankimindeki pulmoner epitelden kdken alan adenokarsinomlar, belirli papiller
yapilar ile grandiiler 6zellikler gosterirler. Akciger adenokarsinomunda bulunan en yaygin onkogen
mutasyonlari; %25 KRAS, %14 EGFR, %8 ALK, %7 BRAF, %5 MET, %5 ROSI, %4 RET, %3
HER2 vb. seklinde goriilmekledir. Ayrica siklikla EGFR, MET ve BRAF gen mutasyonlarina 7.
kromozomda rastlandig bildirilmistir (Shen ve ark., 2025).

2.1.3.2. Skuaméz Hiicreli Karsinom (Yass1 Hiicreli Karsinom)

Akciger kanserinin diger en yaygin (%30) histolojik alttipi skuamdz hiicreli karsinomdur.
Akciger skuamoz hiicreli karsinomu, akcigerin solunum yollarinin bazal hiicrelerinden koéken
alirken, keratinize bolgeler ve hiicreler arasi kopriiler ile karakterizedir. Baslica onkogen
mutasyonlar1 arasinda; %20 FGFR1 amplifikasyonu, %12 PIK3CA, %3 DDR2 vb. bulunur.
PIK3CA, SOX2 ve TP63 gibi gen mutasyonlarina siklikla 3. kromozom iizerinde rastlandigi
bildirilmistir. Akciger adenokarsinomundaki EGFR ve KRAS gibi yiiksek frekansli gen
mutasyonlar1 akciger skuamoz hiicreli karsinomda bulunabilmesine ragmen mutasyon sikliklari
yaklasik % 5 ‘tir. Ayrica buradaki EGFR mutasyonlar1 siklikla klasik hassas mutasyonlardan
farkliliklar gsterebilmektedir. Sigara ve tiitlin kullanimi ile yakindan iligkilidir (Aydin, 2024; Shen
ve ark., 2025)

2.1.3.3. Adenoskuaméz Karsinom

Akciger kanseri vakalarinin yaklasik %0,6-2,8’ni olusturan adenoskuamoz karsinomu nadir
bir KHDAK varyantidir. Cogunlukla yash erkeklerde (yaklasik 3:1 erkek: kadin orani) etkiledigi
gozlemlenmis ve yas ortalamasi 69 olarak bildirilmistir. Cogunlukla tiitiine maruziyet ve sigara
kullanimu ile iliskilendirilmistir. Adenoskuamoéz karsinomu, patolojik olarak hem adenokarsinom
hem de skuamoz hiicreli karsinom bulgularinin en az %10’unun i¢ermektedir. IHC analizlerinde
adenokarinomu ve skuamdz hiicreli karsinom biyobelirteglerinin degisken ekspresyonunu
gosterirken, tanida her iki tiliriin es zamanl ekspresyonunu gerektirir.

Adenosquamoz karsinomu, %67 oraninda p53 mutasyonlarini; %31-55 oranlarinda EGFR
mutasyonlarini (L858R, T790M vb.); %10,5 KRAS (G12V/V); %5 EML4-ALK; %4 KIFSBRET;
%2,6 AKT1 ve %1,3 oraninda ERBB2 mutasyonlarini olmak iizere degisken bir genetik profille
sahiptir (Shields ve ark., 2025).



2.1.3.4. Biiyiik Hiicreli Karsinom

Akciger kanserinin  %5-10’nunu olusturan biiyiilk hiicreli karsinom, ndroendokrin
farklilagmas1 olmayan ve kiiciik hiicreli karsinomun o&zellikleri ile benzesmeyen malign epitel
kokenli akciger kanseri tiirlidiir. Sigara ve tiitiin kullanimu ile yakindan iliskili olan biiyiik hiicreli
akciger karsinomu morfolojisi skuamoz veya glandiiler farklilasma gosterebilmektedir ((Aydin,

2024)

2.1.3.5. Sarkomatoid Karsinom

Pulmoner sarkomatoid karsinomu, tiim akciger tiimorlerinde yaklasik %0,1-0,4 oraninda
goriilen, oldukea kotli prognoza sahip kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri tiiriidiir. Son derece agresif
karakteri nedeniyle sik metastaz egilimine sahiptir. Radyoterapi vb. geleneksel tedavilere genelde
diisiik yanit vermektedir (Li ve ark., 2020).

Sarkomatoid karsinomun bir¢cok biyolojik davraniglar1 ve klinikopatolojik ozellikleri ile
ilgili yeterli bilgi mevcut degildir. Mezenkimal farklilagma ile ortaya ¢ikan vimentin vb. genlerin
asir1 ekspresyonu sarkomatoid karsinomlar i¢in de gecerlidir. Erken teshis edilebilmesi durumunda
bile diger KHDAK tiplerine kiyasla hizli invasyon ve uzak bolgelere metastazi daha agresif klinik
Ozelliklerine sahiptir. Dolayisiyla diger KHDAK ile kiyaslandiginda 5 yillik sag kalim oranlarn
disiiktiir (Yanik ve ark., 2017; Li ve ark., 2020).

2.1.3.6. Noroendokrin Neoplaziler

Pulmoner néroendokrin hiicrelerden kaynaklanan akciger ndroendokrin neoplazmalari,
nispeten nadir olarak goriiliirler ve tiim primer akciger kanserlerinin %20’sini olustururlar (Aydin,
2024).

WHO tarafindan yapilan siniflandirmaya gore 4 histolojik alt tipi kapsamaktadir (Tablo.4):
Tipik ve atipik karsinoidlerden olusan noroendokrin tiimorler (NET’ler) ve biiyiik hiicreli
noroendokrin karsinomu ve kii¢iik hiicreli karsinomu dahil olmak iizere ¢esitli karsinomlari
(NEC’ler yada NEK’ler) kapsar. NEC’ler daha cok sigara kullanicilarinda ve c¢ogunlukla
erkeklerde gozlemlenmistir. 5 yillik sag kali oranlari;; NET lerde tipik karsioidlerde %92-98, atipik
karsinoidlerde %40-70 arasindadir. NEC’lerde ise biiyiik hiicreli néroendokrin karsinomu %13-17
iken, kiiciik hiicreli karsinomunda %15-20 arasinda degismektedir. Visseral metastaz orani
NEC’lerde daha fazladir, 6zellikle kiiciik hiicreli karsinomunda yaklagik %75 oranindadir (Metovic
ve ark., 2021).

2.1.3.6.1. Kiiciik Hiicreli Karsinom (KHAK)
Kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK) sigara dykiisii bulunan bireylerde agirlikli olarak
rastlanan bir néroendokrin karsinomudur. Tiim akciger kanserlerinin yaklasik %15°ni olusturur ve

erken metastatik ve yiiksek proliferatif ozelliklere sahip olan KHAK kétii prognoz gosterir.
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Erkeklerde daha c¢ok yayginlik gosterse de son yillarda kadinlarda da goriilme sikligi artmaya
baslamistir. KHAK vakalarinda yogunlukla p53 ve RB1 olmak iizere iki timdr baskilayici genin
inaktivasyonunu igerir. Yapilan arastirmalarda KHAK tiimoérlerinin bir alt kiimesinde MYC gen
ailesinde amplifikasyonlart tanimlanmistir. Ek olarak KMT2D, PTEN, CREBBP, APC gibi

genlerin inaktivasyonu tanimlanmistir (Rudin ve ark., 2021).

2.1.3.6.2. Biiyiik Hiicreli Noroendokrin Karsinom

Tiim akciger kanserlerinin yaklagik %3’linli olusturan akciger biiyiik hiicreli ndroendokrin
karsinom, yliksek metastaz orani ve kisa hayatta kalma siiresine sahip nispeten nadir akciger
kanseri tiiriidiir (Kang ve ark., 2024).

Biiyiik hiicreli néroendokrin karsinomu, akcigerdeki argirofilik hiicrelerden kaynaklanir ve
noroendokrin tiimériin morfolojisi ve farklilasma ozelliklerini igerir. Ik olarak 1991 yilinda diger
akciger tiimdrlerinden bagimsiz olarak Travis ve ark. Tarafindan tanimlanmistir. Patolojik olarak
KHDAK grubunda siniflandirilsina ragmen, diger KHDAK ’den daha akgresif ce kotii bir prognoza
sahiptir. Biyolojik davranisi ise KHAK’ne benzer. Biiyiik hiicreli noroendokrin karsinomu,
ameliyat sonrasinda niiks ve metastatik egilimli, kemoterapiye direngli bir akciger kanseri tiiriidiir
ve hastalarin ¢ogunlukla sigara Oykiisii oldugu bildirilmistir. Spesifik bir néroendokrin belirteci
olan Noron-spesifik enolaz (NSE)’nin burada yiikseldigi goriiliir. IHC analizlerine gore CgA, Syn
ve CDS56 gibi noroendokrin belirtegler burada pozitiftir. Gen mutasyon profilinde %11,9 EGFR;
%82,3 p53; %39,1 RB1; %20,9 KEAPI1; %12,7 KRAS mutasyonlar1 yer alir. Erken evrelerde bile
kotii bir prognoza sahip olan akciger biiyiik hiicreli ndéroendokrin karsinomu igin hala standart bir
tedavi plan1 mevcut degildir. Rezeksiyon sonrasi yaygin niikslerden dolayi bir tedavi secenegi
olarak kemoterapi dnemlidir. Ancak biyolojik olarak KHDAK benzedigi i¢in kemoterapi konusuda

tartismalidir (Yang ve ark., 2022).

2.1.4. Akciger Kanseri Klinik Tanis1 ve Tarama Yontemleri

2.1.4.1. Klinik Tamnis1

Klinik tani siireci, klasik bir fiziksel muayene, ayrintili bir tibbi 6ykil ve sigara ve tiitiin
kullanimina dair bilgiler, ailede kanser 6ykiisii ve bilinien diger kanserojen bilesiklere maruziyetin
degerlendirildigi bir siireci temsil eder. Akciger kanseri tanisi i¢in onci fiziksel muayenede;
bronsiyal stenoz veya obstriiksiyonla iligkili semptomlar (alveoler {ifiirlimiin zayiflamasi, bronsiyal
veya trakeal {ifiiriim, lokalize bronglar {izerinde hirilt1 vb.) genislemis lenf diigiimlerinin olup
olmadigy, plevra boslugunda sivi varhigs ile iliskili semptomlara dikkat edilir.ileri evrelerde; yiizde
sislik, boyun ¢evresinde genisleme, iist ekstremitelerde sislik, juguler venlerde ve gdgiis duvari
venlerinde genisleme ve yiiz derisi ve mukoza zarlarinda morarmada dikkate deger major

belirtilerdir. Akciger kanserinin seyri sirasinda ortaya ¢ikan lokal belirtiler; oksiiriik, nefes darligi,
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hemoptizi (Oksiiriirken agizdan kan gelmesi), gogiis agrisi, tekrarlayan zatiire, ses kisikligi, yutma
bozuklugu, omuz agrisi, Horner sendromu vb. dir. Genel semptomlar ise; eklem agrisi, genel
zayiflik, kilo kaybi veya alim, yiizeysel duyusal bozukluklar, tromboflebit belirtileri ve
paranoplastik (zayiflama sendromu, Cushing sendromu, bitkinlik sendromu, hiperkalsemi vb.)

sendromlarin belirtileri seklindedir (Smolarz ve ark., 2025).

2.1.4.2. Tarama Yontemleri

Klinige basvuran hastalarda kitle akciger rontgeni ve bilgisayarli tomografi ile goriiliir,
ancak kesin tani i¢in; balgam sitolojisi veya bronkoskopi, transtorasik ince igne ile aspirasyon veya
biyopsi (torakoskopik girisimle) 6rneginde yapilan patoloji incelemesi sonucunda tani konur

(Saygideger Kont, 2015).

2.1.5. Akciger Kanserinde Evreleme Sistemi

Kanserin klinik tanisi sirasinda evreleme hastaligin tedavi yontemlerinin belirlenmesinde
ve prognozu ile ilgili durumu tahmin etmede kullanildig1 icin biiyilk 6nem tasir. Akciger kanseri
evrelmesi icin TNM (primer tiimor, lenf nod, uzak metastaz) evreleme sistemi kullanilmaktadir.
2024 yilinda Uluslararas1 Akciger Kanseri Calismalar1 Dernegi (IASLC) 9.TNM evrenlendirmesini
yayimlamigtir. Bu rapora gore giincel evremeleme sistemi Tablo.2.5’da gosterilmistir (IASLC,

2024).
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Tablo 2.5. Akciger Kanseri 9.TNM evrenlendirmesi (IASLC, 2024).

Primer timor degerlendirilemiyor (malign hicrelerin balgam ya da bronsiyal yikama sivisinda
Tx
gosterildigi ancak timorlin bronkoskopi veya gorintilleme yontemleri ile saptanamadigi durumlar dahil)

T0 Primer timor kaniti yok

Tis Karsinoma in situ®

Visseral plevra veya akciger ile gevrili olan, ya da lober veya daha periferik bronslarin igindeki timér?

Timi Minimal invaziv adenokarsinom?

T1
Tumérin en genis ¢apl <1 cm?

Tib Tumarin en genis ¢capl >1 cm, <2 cm

Tlc Tumorin en genis ¢apl >2 cm, <3 cm

Asagidaki 6zelliklerden en az birine sahip olan timor

*TUmdoriin en genis ¢apl >3 cm, €4 cm

*Visseral plevrayi invaze eden

*Komsu lobu invaze eden
T2 T2a

*Karinayi invaze etmeden ana bronsu tutan, ya da hiler bélgeye uzanan atelektazi veya obstruktif

pnémoni ile iliskili (atelektazi/pndmoni akcigerin bir bélimiini veya timind kapsayabilir)

T2b TUmaorin en genis capl >4 cm, <5 cm

Asagidaki 6zelliklerden en az birine sahip olan ttimér

*Tumériin en genis ¢apl >5 cm, <7 cm

*Pariyetal plevray veya g6gls duvarini invaze eden

T3
* Perikard, frenik siniri veya azigos venini invaze eden?

*Torasik sinir kéklerini (T1, T2 gibi) veya stellat gangliyonu invaze eden

*Primer tiimdrle ayni lobda metastatik noddil{ler)

*TUmdariin en genis ¢apl >7 cm

Asagidaki yapilardan herhangi birini invaze eden timor,

* mediasten, timus, trakea, karina,rekdrren laringeal sinir, vagus siniri, 6zofagus veya diyafram

* kalp, buiylik damarlar (aort, vena kava inferior/superior, intraperikardiyal
T4

supra-aortik arterler veya brakiosefali damarlar

» subklavian damarlar, vertebra gévdesi, lamina, spinal kanal, servikal sinir kdkleri veya pulmoner arterler

/venlerk, damarlar) brakiyal pleksus (gévdeleri,dallan, kordonlari veya terminal sinirleri)

* Primer tlimorle ayni akcigerde fakat farkli lobda nodiil(ler)

ITis adenokarsinoma in situ ve skuaméz hiicreli karsinoma in situ’yu kapsar.

2Ana bronsun proksimaline uzanan, bronsiyal duvara simirli invazyon gésteren herhangi bir biiyiikliikteki nadir yiizeyel
tiimor yayilimi da T1a olarak siniflandirilir.

3Soliter adenokarsinom (3 cm'den daha biiyiik boyutta olmayan), daha baskin olarak lepidik paternli ve herhangi bir
odakta 5 mm'den daha biiyiik boyutta invazyona sahip olmayan

4Bu yapilar mediastende yer alsa da bu yapilarin invazyonu i¢in tiimoriin mediastene penetrasyonu T4 sayilmaz.
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N - Bolgesel lenf bezleri

Nx Bélgesel lenf bezleri degerlendirilemiyor
NO Bdlgesel lenf bezi metastazi yok
ipsilateral peribronsiyal ve/veya ipsilateral hiler lenf bezlerine ve/veya
N1 intrapulmoner lenf bezlerine metastaz veya direkt invazyon
ipsilateral mediastinal ve/veya subkarinal lenf bezlerine metastaz
N2 N2a Tek N2 istasyona metastaz
N2b Multipl N2 istasyona metastaz
Kontralateral mediastinal, kontralateral hiler, ipsilateral veya kontralateral skalen
N3 veya supraklavikuler lenf bezlerine metastaz

M - Uzak metastaz

MO Uzak metastaz yok

Uzak metastaz yok

M1la Plevral veya perikardiyal metastatik nodiiller veya malign plevral veya perikardiyal eflizyon5

Karsi akcigerde metastatik nodl(ler)

M1
M1b Tek bir ekstratorasik organ sisteminde, tek metastaz6
Mic Multipl ekstratorasik metastaz
Micl Tek organ sisteminde multipl ekstratorasik metastaz7
M1c2 Multipl organ sisteminde multipl ekstratorasik metastaz

SAkciger kanseriyle birlikte olan cogu plevral (perikardiyal) eflizyonlar timére bagli gelisir. Bazi hastalarda multipl
mikroskopik incelemelerde plevral (perikardiyal)sivi timor agisindan negatiftir ve sivi hemorajik ve eksudatif degildir.
Bu bulgular varsa ve klinik degerlendirme eflizyonun tiimdrle ilgili olmadig1 yoniindeyse, eflizyon evreleme belirleyicisi
olmaktan ¢ikarilmalidir. Mikroskopik olarak kanitlansin ya da kanitlanmasi malign diisliniilen efiizyonlar M1a olarak
degerlendirilmelidir.

®Bu durum bélgesel olmayan tek bir lenf bezi metastazini kapsar

"Ornegin iskelet bir organ sistemidir. Farkli kemiklerdeki multipl metastazlar M1c1 olarak degerlendirilir. Karacigerdeki
multipl metastazlar M1cl olarak degerlendirilir. Hem kemiklerde hem de karacigerde multipl metastaz varsa M1c2

olarak degerlendirilir.



2.2. Kok Hiicre ve Kanser Kok Hiicresi

2.2.1. Kok Hiicreler

Ozellesmemis hiicreler olarak bilinen kok hiicreleri, bir organizmanmn herhangi bir
hiicresine farklilasabilen, kendi kendini yenileyebilme yetenegine sahip, progenitor olusturabilme
kapasitesi olan, birden fazla hiicre veya doku tiplerine farklilasabilen, meydana gelen doku veya
organ hasarinin onarilmasini (homeostasi) saglayan hiicrelerdir (Zakrzewski, 2019; Tian ve ark.,
2023).

21. yiizyilin en dikkat cekici gelismelerinden biri olan kok hiicreler, tibbi teknoloji ve
tedavideki yenilik kapsaminda biiyiik bilimsel 6neme sahiptir. Ozellikle giiniimiizde rejeneratif
tipta yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Doku miihendisligi gibi alanlarda 6nemli bir
materyal olan kok hiicreler, gelecekte yapay doku ve organlarin gelisimine katki saglayarak organ
nakli teknolojisinin doniisiimiinii tesvik etmektedir (Tian ve ark., 2023).

Farklilasma yeteneklerine goére kok hiicreler genel olarak; totipotent, pluripotent,
multipotent ve unipotent seklinde siiflandirilmiglardir. Daha genis bir siniflandirma da ise;
oligopotent, qudripotent, tripotent ve bipotent kok hiicreler seklinde yapilmaktadir (Darici, 2013;
Atar, 2018 Tian., 2023)

2.2.1.1. Totipotent Kok Hiicreleri
Tek bir organizmayi olusturabilecek kapasiteye sahip, her yonde farklilasabilen kok
hiicrelerdir. Totipotent hiicreler insan veya hayvan yasami boyunca 250’den fazla hiicre tipine

(hiicre tiplerinin tanimina bagl olarak) farklilasabilme yetenegine sahiptir

2.2.1.2. Pluripotent Kok Hiicreleri
Organizmada bulunan tiim somatik hiicre tiplerine farklilasabilme kapasitesine sahip kok

hiicrelerdir.

2.2.1.3. Multipotent Kok Hiicreleri
Yalnizca bulunduklar1 doku veya organdaki hiicrelere farklilagabilen kok hiicrelerdir. Doku
ve organ biitiinliigii 6len hiicrelerin yerine yeni hiicrelerin olusturulmasiyla korunur. Mezenkimal

kok hiicreler (MKH) ve hematopoetik kok hiicreler bu hiicrelere 6rnek olarak verilebilir.
2.2.1.4. Unipotent Kok Hiicreleri

Yalnizca tek bir hiicre tipine farklilagsma 6zelligi olan kok hiicrelerdir. Prostat kok hiicreleri

bunlara ornek verilebilir.
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Kok hiicreler elde edildikleri kaynak dokulara gore ise; embriyonik kok hiicreler, fetal kok
hiicreler, erigskin kok hiicreler ve KKH’leri olmak iizere siniflandirilirlar (Daric1, 2013; Atar, 2018

Tian., 2023):

2.2.1.5. Embriyonik Kok Hiicreler

Embriyonik kok hiicreleri adinda analasilacagi ilizere embriyodan tiiretilen hiicrelerdir.
Embriyonun blastosist donemindeki i¢ hiicre kitlesinden (ICM) kdken alan hiicreler olup, kendi
kendilerini yenileyebilme o6zelligine sahiptirler. Ayrica mezoderm, endoderm ve ektoderm

tabakalarina farklilagabilen pluripotent 6zellikteki hiicrelerdir (Golchin ve ark., 2020).

2.2.1.6. Fetal Kok Hiicreler

Fetusa ait organlar gelisim icin yeterli sayida kok hiicre ve progenitor hiicre barindirir ve
bunlar fetal kok hiicreler olarak bilinirler (Ishii ve Eto, 2014). Fetal kok hiicreler multipotent olarak
taninmlanmaktadir. Mezoderm kokenli dokulara doniisiim potansiyeli bilinmekte olup, endoderm
ve ektoderm kaynakli dokulara farklilasma potansiyeli arastirilmaktadir. Bu hiicreler fetal kan ve
kemik iliginin yami sira, bobrek ve karaciger gibi diger fetal dokulardan izole edilebilirler. Fetal
kok hiicreleri kendi igerisinde; hemopoietik kok hiicreleri (kan, kemik iligi, karaciger), mezenkimal
kok hiicreler (kan, kemik iligi, karaciger, akciger, bobrek, pankreas), endotel kok hiicreleri (Kemik
iligi, plasenta), epitel kok hiicreleri (karaciger, pankreas) ve ndral kok hiicreleri (Beyin, omurilik)

olarak siniflandirilmaktadir (O’Donoghue ve Fisk, 2004).

2.2.1.7. Eriskin Kok Hiicreleri

Yetiskin kok hiicreleri, yetiskin bireylerin dokularindan elde edilen kdk hiicreleler olarak
bilinir. Bu hiicreler de kendini yenileyebilen ve sinirlida olsa farklilasma 6zellikleri olan hiicrelerdi.
Tiim yetigkin dokularinda nadir olarak bulunan, farklilasmig hiicreler olan yetiskin kok hiicreleri;
dogal olarak olen hiicrelerin yerini almak i¢in veya yaralanmalara yanit olarak gogalabilir ve
farklilagabilirler. Yalnizca embriyonik kok hiicrelere kiyasla ¢ok daha yavas ¢ogalmaya ve daha az
hiicre tipine farklilasabilme yetenekleri mevcuttur. Embriyonik kdk hiicreler ve indiiklenmis
pluripotent kok hiicreler uygun indiiksiyon kosullar1 altinda yetiskin kok hiicrelere
farklilastirilabilmektedir (Cable ve ark., 2020; Tian ve ark., 2023).

2.2.1.8. indiilenmis (Uyarilmis) Pluripotent Kok Hiicreleri (iPSC)

Indiiklenmis pluripotent hiicreler (iPSC), {ic germ tabakasimin (ektoderm, mezoderm ve
endoderm) her bir hiicre tipine farklilagabilen yeniden programlanmig somatik hiicreler olarak
bilinirler. Bu hiicrelerde embriyonik hiicreler gibi sinirsiz ¢ogalma ve farklilagma potansiyeline

sahiptirler (Aquirre ve ark., 2023).
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2006 yilinda embriyonik kok hiicrelere benzeyen profil ve gelisim potansiyeline sahip olan
hiicrelerin, dort farkli transkripsiyonel faktdr (Oct4, Sox2, Kif4, c-Myc, “Yamanaka Faktorleri”) ile
somatik hiicrelerden olusturulabilecegi (somatik hiicrelerin yeniden programlanmasi) agiklandi (Shi
ve ark., 2017). iPSC’ler i¢in genellikle kullanilan somatik hiicre tipi fibroblastlardir.

Oct4 embriyogenez ve farklilagmams emriyonik kok hiicrelerde spesifik olarak ifade
edilir. Yapilan caligmalarda bu transkripsiyon faktoriiniin eksikliginin blastositin i¢ hiicre kiitlesi
gelisimini durdurdugu ve embriyo mortalitesine neden oldugu gosterilmistir. Sox2 doku ve
organlarin gelisiminde Onemli olmakla birlikte embriyonun ge¢ donemlerinde de ifade
edilmektedir. Sox2 hiicresel pluripotansin korunmasinda rol oynayan Nanog vb. genlerin
expresyonlarini diizenlemek icin Oct4 ile etkilesime girer. Nanog aktivasyonunu saglayan Klf4;
Oct4 ile dogrudan etkilesime girmek icin 6zel bir bolgeye sahiptir. Bu dort transkripsiyon
faktoriiniin zorla ekspresyonu fibroblast hiicrelerin pluripotent bir duruma déniismesine ve erken
embriyonik donemde ifade edilen Nanog’un yeniden aktive olmasina yol agabilir. c-Myc ise kendi
kendini yenileme siireclerinde rol oynar ve hiicre farklismasini onleyerek epigenetik degisiklige

neden olur (Schmidt ve Plath, 2012; Aquirre ve ark., 2023).

2.2.2. Kanser Kok Hiicreleri

2.2.2.1. Kanser Kok Hiicresi ve Tiimor Mikrocevresi ile Etkilesimi

Normal bir hiicrenin kanser hiicresine doniigsiimii ¢ok basamakli bir siirectir. Kanser,
malign bir fenotip olusturan mustayonlarin birikmesiyle ortaya ¢ikar. Neoplastik leyzonlar arttikca
mutant klonlar genisler ve daha fazla epigenetik/genetik degisikliklere ve mikrogevresel baskiya
maruz kalirlar (Prasetyanti ve Medema, 2017). Onkogeneze neden olan bu epigenetik/genetik
degisiklikler hiicrenin birkag¢ temel 6zelligini degistirerek hiicrelerin normal biiylime kontroliinden
ka¢malarina ve sonunda tam kanser fenotipinin ortaya ¢ikmasina neden olurlar. Kanser hiicreleri
uyarict bir dig sinyale ihtiya¢ duymaksizin ¢ogalirlar. Hiicre boliinmesini engelleyici sinyallere
karsi duyarsizdirlar ve normalde Olmeleri gerekirken, yasamaya devam ederler. Bu hiicreler
genellikle cevrelerindeki hiicrelerle veya hiicre dis1 matriksle olan baglantilarini1 degistirerek uzak
bolgelere giderek tlimorii yayarlar. Kanser hiicresi bir dereceye kadar hizli bdliinen normal bir
hiicreye benzer. Tiimorler karakteristik olarak hipoksik olup, bu yiizden biiylimeleri i¢in mutlaka
bir kan kaynagina ihtiya¢ duyarlar. Bu ihtiyac1 genellikle tiimor icerisine dogru kan damarlarinin
biiyiimesini tegvik edici sinyaller aracilifi ile saglarlar (Lodish ve ark., 2020).

Timdr kitlesi genellikle bir hiyerarsi i¢cinde bir araya gelen heterojen kanser hiicrelerinden
olugmustur. Bu ‘hiyerarsi hipotezi’ bize bir timor kitlesi icinde genel yigindan daha farkl
ozelliklere sahip, sayica az olan bir alt hiicre popiilasyonu oldugunu anlatmaktadir. Tiimor kitlesi
icinde ¢ok az sayida bulunan bu hiicreler, normal kok hiicreye benzer sekilde kendi kendini

yenileyebilen ve ayni zamanda da tiimoér baslatma yetenegine sahiptir. Bu nedenle bu hiicreler,
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‘KKH (cancer stem cells)’, ‘kanser kdk-benzeri hiicreler (cancer stem-like cells)’ ya da ‘tlimor-
baslatan hiicreler (tumor-initiating cells)’ olarak adlandirilirlar. (Eren, 2017; Prasetyanti ve
Medema, 2017).

Ik olarak 1997 yilinda akut miyeloid 16semiden (AML) izole edilmislerdir (CD34 (+); CD
38 (-)) (Maiuthed ve ark., 2018; Wang ve ark., 2018). KKH’leri; normal kok hiicreler gibi kendini
yenileme yetenegi olan, radyoterapi ve kemoterapiye direngli, bulundugu dokunun disinda viicudun
diger dokularinda da koloni olusturabilen, tiimoriin baglamasi, ¢ogalmasi, invazyonu ve hatta
metastazindan sorumlu olan hiicrelerdir (Ac¢ikgdz,2014; Maiuthed ve ark., 2018; Wang ve ark.,
2018). Birka¢ klinik 6nce ve klinik sonrasi yapilan arastirmalarda KKH’lerinin tedaviye secici
olarak direndigini ve tiimdr niiksiine yol acabilecegi bildirilmistir (Prasetyanti ve Medema, 2017).

Tamamen 6zellesmis hiicreler genellikler boliinmezler; yiprandiklarinda veya 6ldiiklerinde
bu hiicrelerin yeri, kok hiicrelerin boliinlip farklilasmasi sonucunda dolar. Kok hiicreler,
organizmanin yasami siiresi boyunca siirekli boliinebildikleri icin DNA’larindaki onkojenik
mutasyonlar biriktirebilir ve bu mustasyonlardan kaynakli kanser hiicresine doniigebilirler.
Apoptozu Onleyen veya uygunsuz biiylimeyi tesvik eden pek ¢ok onkojenik mutasyon daha da
farklilagmis ancak, hala replike olabilen progenitdr hiicrelerde de olusabilir. Tiimdrler, normal kok
hiicrelerinden kaynaklanabilecegi gibi, bazi tiimdrlerin kendi i¢inde tiimor baslatma yetenegine
sahip 6zel bir kok hiicre populasyonu barindirabilmesinden 6tiirii de gelisebilirler. Genel itibariyle
timor hiicreleri heterojendir, bazilar1 béliinme yeteneklerini kaybetmisken, bir kismi timor
olusumuna neden olabilir. KKH’leri normal kok hiicreler gibi iki yavru hiicre olusturmak igin
boliiniir; bu yavru hiicreler farkl tipte tiimor kok hiicreleri olup, daha sinirh replikatif potansiyele

sahiptir (Lodish ve ark., 2020).
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Sekil 2.4. Kok hiicre ve kanser kok hiicre dontisiimii.
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Somatik bir kok hiicrenin ya da farklilasmamis onciil hiicrelerin genetik/epigenetik
degisiklikler nedeni ile kanser KKH’ne doniisebilme potansiyeli vardir. Dahasi bu doniisiim
sonucunda olusan KKH, kendini yenileme (self-renewal) yeteneklerini korurlar ve ¢oklu asimetrik
hiicre boliinmeler sonucunda timér kiitlesinin bir kismimi olusturabilecek yeni hiicreler iiretirler
(Sekil 2.4.)(Greenow ve Clarke, 2012).

KKH ile ilgili bulgular énemli {i¢ noktay1 isaret eder: Birincisi; timdrler tek baglatict
hiicreden koken alsalar bile, tek tip hiicrelerden olusmamuslardir. fkincisi; timor baslamast,
metastaz, invazyon ve niiksiinden sorumlu gercekte sadece kiiclik bir hiicre grubu vardir.
Ugiinciisii; timdr mikrogevresinin kanser baslangicim veya siirecini etkiledigi bilinmektedir. Bazi
komsu hiicreler veya tiimor hiicreleri tiimor kdk hiicrelerinin biiylimelerini destekledikleri
diisiiniilmekteddir. Ozellikle enflamasyon sirasinda bagisiklik hiicreleri tarafindan salinan
enflamatuar sitokinler (IL-1, IL-6 ve IL-8) tiimor mikrogevresine etki ederler. Bu sitokinleden IL-
6’nin farklilagmis tiimor hiicrelerinin KKH’lerine farklilasmasina neden oldugu bildirilmistir.
Mikrogevrenin kanser hiicresi iizerine etkilerinden biri de ekstraseleliller matriks (ECM)
araciligryla gerceklesmektedir. ECM yapisindaki degisikliklerin tiimor gelisimi 6ncesinde meydana
geldigi, neoplastik biiyiimeyi destekledigi ve metastatik siireci etkiledigi gosterilmistir. Ornegin;
ECM’de artan kollajen miktari meme timorii olusumu riskini artirdigi gosterilmistir. ECM
bilesimindeki mekanik degisiklikler (ECM sertlesmesi, kollajen miktar1 degisikligi vb.) hiicre
iskeleti lizerinden iletilerek Hippo yolagmin yeniden diizenlenmesine neden olabilmektedir. Bu
durumda Hippo yolaginin ko-aktivatorleri olan YAP/TAZ ekspresyonunun arttigi bildirilmistir.
Kanserli dokularda, ozellikle daha yiliksek kollajen igeren bolgelerde YAP/TAZ aktivitesi artar.
Ko-aktivatorlerden biri olan TAZ’mn KKH olmayan hiicrelere, kendi kendini yenilebilme gibi
KKH ozelliklerini kazandirdigr bilinmektedir. TAZ’ m bu islevi KKH popiilasyonunun artmasini
saglar. ECM nin mekanik olarak daha sertlesmesi, 3 1- integrinler aracilig1 ile ILK (Integrin Linked
Kinase) aktivasyonuna neden olur ve bu aktivasyon ile KKH’lerinin kendini yenileme kapasitesini
arttiran PI3K/Akt yolu uyarilir. Bu hipoksik bir mikrogevrede bu daha da artmaktadir. (Prasetyanti
ve Medema, 2017; Lodish ve ark., 2020).

2.2.2.2. Akciger Kanseri Kok Hiicresi ve Belirtecleri

Akciger kanseri, farkli hiicresel sinyalizasyonlarindan kaynaklanan, farkli hiicre fenotipleri
sergileyen kanser hiicrelerinin heterojenligi ile karakterize edildigi bilinmektedir. Diinya ¢apinda
kansere bagli oliimlerin yaklasik beste birinden sorumlu olan akciger kanseri, kanser kaynakli
Olimlerin basinda gelir. Bu yiiksek Oliim oranlarmin temel nedenlerinden biri, tedavideki
basarisizliklarin yani sira, KKH’lerinin metastazin baglatilmasinda ve yayilimin siirdiiriilmesinde
oynadigi kritik roldiir. Giincel bulgular, mevcut akciger kanseri tedavi yontemlerinin (cerrahi,
kemoterapi, radyoterapi veya hedefe yonelik terapotik yaklagimlar) hastalik niiksiiniin ana nedeni

olan KKH popiilasyonunu tamamen ortadan kaldiramadigini ortaya koymaktadir. Bu amagla
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akciger kanseri kok hiicrelerini hedef alacak yeni terapotik stratejilerin veya spesifik belirteglerin
gelistirilmesi, hastaligin kesin ve etkili bir sekilde tedavi edilebilmesi i¢in umut vaadeden bir
yaklagim olarak goriilmektedir (Maiuthed ve ark., 2018).

Akciger kanseri gelisiminde dnemli bir role sahip olan akciger kanseri kok hiicreleri
yapilan bazi caligmalara gore; normal doku kok hiicrelerinden veya normal KKH’lerininin
farklilagmasiyla ortaya c¢ikmustir. Akciger kanseri kok hiicrelerinin tiimor kiirecikleri (sferoid)
olusturma o6zellikleri bilinmektedir (Wang ve ark., 2018). Dahas1 ayn1 tiimorden elde edilen kanser
hiicrelerinin hem in vitro hem de in vivo ¢alismalarda tiimér kiirecikleri olusturma yeteneklerinin
farklilik gosterdigi ortaya konulmustur (Maiuthed ve ark., 2018).

Heterojenite gosteren akciger kanserinde, akciger kanseri kok hiicreleri populasyonlarinin
tanimlanmasinda bazi biyobelirtecler tanimlanmistir. Hiicre yiizey ve hiicre ici belirtecler olarak

KHDAK i¢in Tablo 2.6 ve KHAK i¢in Tablo 2.7°de tanimlanmistir (Zheng ve ark., 2022).

Tablo 2.6 KHDAK biyobelirtegleri

Kiigiik Hiicreli Dist
Akciger Kanseri Kok
Hiicre Biyobelirtegleri

Yapisi Islevi Yapist Islevi

Hiicre yiizeyi biyobelirtegleri Hiicre i¢i biyobelirtegleri

Alkol metabolizmasi, hiicre

Tip I transmembra G y I = 3 £ ol SO
CD44 l‘i’l:o :::\;:1:; :‘;E kDa) Hyaluronik asit reseptérii ALDH  Polipeptit tetramer (50-55 kDa) farkhilasmasu, ilag direnci ve oksidatif

ELEO o E stres cevani
CD90 Glikozilfofatidilinositol-baglantit e ro paore cevre etkilesimi SOX2 SRY _i“ﬂ(i.!i HMG kutusu lfiit‘fc Pf0]' ‘ﬁ)‘vm“h “K??P‘I‘OL bM]

glikoprotein ( 25-35 kDa) gen ailesi diyesi (~ 2.5 kb) tiimér gogii, invazyonu ve kemodirenci
CD117 Tip I transmembran glikoprotein Tirozin kinaz biitiime faktor OCT4 POU transkripsiyon faktorii Hiicre pluripotensi, timoér metastazi,

(~145 kDa) reseptorii ailesi iiyesi (~16.4 kb) tedavi direnci

Kolesterol baglayici-bes rvii baslaig . Hiicre pluripotensi, proliferasyon ve
CD133 transmembranl glikoprotein (97- VEGF ile etkilesir; sinyal NANOG DNA )_‘l b-agl‘nl(m }?omwbox apoploz j P )

129 kDa) iletimine katilir. transkripsiyon iiyesi (~ 150 kb)
CD166 Tip I transmembran glikoprotein Aktive olmus 16kosit BMI1 Protoonkogen Hiicre proliferasyonu, yaslanmasi ve

(100-105 kDa) adhezyon molekiilii = timér olusumunun desteklenmesi
EpCAM Tek gegisli transmembran Hiicre ahdezyonu, proliferasyonu,

proteini (30-40 kDa) farklilasmasi ve gécii

ATP tasiyici bdlgeden olusan yari Kemoterapi direnci ile iliskili
ABCG2 baglayici protein (~ 72 kDa) yabanci madde tastyicisi ve

¢oklu ilag disa atim pompasi

FZD 7- transmembran proteini Wnat sinyal iletim

(~ 64 kDa) reseptorii

G protein ile iliskili yedi
CXCR4 Kemokin reseptorii

transmembran protein (40-70kDa)
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Tablo 2.7. KHAK biyobelirtegleri

Kiigiik Hiicreli Akciger
Kanseri Kok Hiicre

Biyobelirtegleri

Yapisi

Hiicre yiizeyi biyobelirtegleri

Glikozilfofatidilinositol(GPI) ile
zara baghh, sialo glikoprotein (30-

Islevi

Hiicre yiizey adhezyonu ve

Yapisi

Hiicre i¢i biyobelirtegleri

ALDH

Islevi

Alkol metabolizmasi, hiicre

CD24 sinyal iletimi Polipeptit tetramer (50-55 kDa) farklilasmasy, ilag direnci ve oksidatif
70 kDa) stres cevani
CD44 Tip I transmembran Hyaluronik asit reseptorii SRY iligkili HMG kutusu Hiicre proliferasyonu, apoptoz, EMT,
glikoprotein (85-250 kDa) ’ SOX2  gen ailesi iiyesi (~ 2.5 kb) timér gogii, invazyonu ve kemodirenci
cpg7/  GPl-baglanuh glikoproteini “P/} resteptdr, Pr‘"e"]i‘ ocT4 POU transkripsiyon faktdrii Hiicre pluripotensi, timor metastazi,
uPAR (45-65 kDa) nigulusyon?l. hiicre ahdezyonu, ailesi fyesi (~16.4 kb) tedavi direnici
g0¢ ve proliferasyonu
GPI-baglantli glikoprotein (25-35 Hiicre proliferasyonu, yaslanmasi ve
CD90 D: Hiicre-hiicre/ gevre etkilesimi Eaib P asyon, yaganmas
kDa) BMI1 Protoonkogen tiimér olusumunun desteklenmesi
Kolesterol baglayici-bes VEGEF ile etkilesir: sinyal
CD133  transmembranh glikoprotein (97- iletimine katilir.
129 kDa)
CD166 Tip I transmembran glikoprotein Aktive olmus 16kosit adhezyon
(100-105 kDa) molekiilii
EpCAM  Tek gegisli transmembran Hiicre ahdezyonu, proliferasyonu,
proteini (30-40 kDa) farkhlasmas: ve gogii
ABCG2 ATP tastyict bolgeden olusan yari Kemoterapi direnci ile iligkili yabanci madde
baglayici protein (~ 72 kDa) tastyicisi ve ¢oklu ilag disa atim pompasi
poDXL1 Hiicre yizeyinde sialo-musin igeren Na-H degisim ko faktdrii 2, hiicre sekli ve
transmembran protein(~ 55 kDa) adhezyon
PTCH ~ 55 kb uzunlugunda Patched geni, 22 Hiicre farklilagmasi ve morfogenezi

ekzonuna ek 5 ilk ekzon igerir. Zheng ve ark., (2022 ) dan modifiye edilmistir.

Normal doku kdk hiicrelerinin kendini yenileyebilme ve farklilasabilme potansiyeli g¢esitli
sinyal yollar1 tarafindan titizlikle diizenlenir. Bu sinyallerin anormal aktivasyonu KKH’lerin
devamliligini, kemoterapi direncini ve kanser olusumunu uyarabilir. Akciger kanseri kok
hiicrelerinde bilinen biyobelirteclerinin de benzer sekilde bu gibi sinyal mekanizmalar1 tarafindan
kontrol edildigi bilinmektedir. Bu sinyal yollar1 arasinda 6zellikle Notch, Wnt ve HH (Hedgehog)
one c¢ikmaktadir. Notch sinyal yolu; hiicreler arasi iletisim, proliferasyon, farklilasma, apoptoz,
hiicre adhezyonu ve EMT (Epiltelyal-Mezenkimal Gegis) gibi temel biyolojik siireclerde rol
oynamaktadir. Ayrica kok hiicre 6zelliklerinin korunmasinda kritik bir 6neme sahip olup, tiimor
hiicrelerinin bilylimesini ve metastazi uyarabilir. Akciger kanseri kok hiicre belirtegleri CD44,
CD133, ALDH, OCT4 ve SOX2 ile iliskili oldugu bilinen Notchl ve Notch2, KHDAK’de yiisek
diizeyde ifade edilmektedir. KHAK ise Notch etkisi net degildir; baz1 durumlarda tiimor baskilayici
olarak gorev alirken bazen de onkogen gibi davranabilmektedir. Embiryonik gelisimde 6nemli rolii
bulunan HH (Hedgehog) sinyal yolunun anormal aktivasyonu, KKH diizenlenmesinde ve tiimor
olusumunda pozitif bir etki gdsterebilmektedir. HH ve Wnt sinyal yollar1 birlikte CD44, CD133,
BMI1, LGRS gibi KKH biyobelirteclerini uyarabilir, EMT’yi de tesvik edebilirler. Sonugcta kanser
hiicresinin uzak dokulara invazyonu ve metastazini destekler, KKH ve ila¢ direncini arttirirlar. Wnt
sinyal yolu ise merkezi sinir sisteminin ve memeli embriyolarinin gelisiminde kritik rol
oynamasinin yani sira, KKH farklilagmasini, karsinogenez siirecini ve tiimor hiicrelerinin invazyon
yetenegini de destekleyebilmektedir. Hipoksik bir mikrogevre Wnt sinyal yolunu aktive edebilir, bu
da KKH farklilagma ve kendini yenileme yetenegini destekleyebilir (Zheng ve ark., 2022).
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2.3. Hipoksik Yolagin Tiimor Olusumuna Etkisi ve Kanser Kok Hiicresi ile Tliskisi

2.3.1. Hipoksik Yolak

Oksijen hiicresel metabolizma ve biyoenerjetik olaylarda onemli bir substrat olup;
yetersizliginde ise canli hiicrelerde strese yol acar. Oksijen konsantrasyonunun azalmasi ve
oksijenin kritik bir seviyeye kadar diismesi sonucunda; hiicre, doku ve organ fonksiyonlarinin
aksamast ve bozulmasi, hipoksik kosullar olarak ifade edilmektedir. Hipoksik kosullarda
yasamlarini siirdiirmeye c¢alisan hiicreler; anjiogenezi, demir metabolizamasini, glukoz
metabolizmasini, hiicre sag kalim ve proliferasyonunu kontrol eden bir dizi genin
transkripsiyonuna ihtiyag duyarlar. Iste hiicreler tarafindan bu kosullarda (hipoksik) sentezlenen ve
bir transkripsiyon faktorii olan HIF (Hipoksi ile Indiiklenen Faktor) bilinen proteini, bircok insan
maling kanserde (akciger, kolon, meme, over, prostat, deri, mide vb.) asir1 ekspresse oldugu
immiinohistokimsal analizlerle gosterilmistir. DNA mikrodizileri, ChIP analizleri ve genom
diizeyinde kromatin immiinprespitasyon caligmalar1i yaklasitk 800°den fazla genin HIF’ler
tarafindan diizenlendigini ortaya g¢ikarmistir. Ek olarak HIF transkripsiyon faktorii elemanlari
bircok mikroRNA’y1 ve kromatin diizenleyici enzimleri diizenler (Demirel, 2013; Calapoglu, 2016;
Watts ve ark., 2022).

HIF transkripsiyon faktorii yapisal olarak; a ve B olmak tizere iki alt birimden olusan bir
heterodimerdir. o alt birimi oksijene duyarli olup, degiskenlik gdsterebilir. Bugiine kadar
tanimlanmig 3 farkli HIF proteini vardir: HIF1-0, HIF3-a ve HIF3-o (Sekil.2.5) Watts ve ark.,
2022).

P402 KS!Z PSM Nnna

|
. bHLH . PAS - ODDD | N-TAD - R 826

Sekil 2.5. HIF-a ve HIF1-B izoformlarinin domain yapilari.

HIF-a (HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a ve HIF3a’ nin alternatif spalysing iiriinii IPAS) ile HIF-1,
N-terminalinde bHLH (basic helix-loop-helix) ve bunu takiben PAS (Per-ARNT-Sim) bolgelerine
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sahiptirler. HIF-1a iki prolin hidroksilasyonu ve bir lizin asetilasyonu ile oksijen regiilasyonunu
stabillestirmeye aracilik eden bir ODDD’ye (oxygen-dependent degredation domain) bdlgesine
sahiptir. Prolin rezidiileri HIF-2a ve HIF-3a igersinde de korunurlar. HIF-la ve HIF-2a C-
Terminal (C-TAD) ve N-Terminal (N-TAD) transaktivasyon bdlgelerine sahipken, HIF-1p sadece
bir transaktivasyon domaini (TAD) icerir. Her alt birimin amino uzunlugu domain semasinin
sonunda yer almaktadir. Literatiirde HIF-1f, ayrica aryl-hydrocarbon receptor nuclear translocator
(ARNT) olarak da adlandirilmaktadir (Chun, 2002; Demirel, 2013; Liao ve ark., 2024).

HIF-1a geni 15 exon ile 14 intron bdlgesinden olusmaktadir ve HIF-1a proteini (Sekil.2.5)
bHLH (basic heliks-loop-heliks) ve PAS (PERN-ARNT-SIM) domainlerini i¢ermektedir. Bu
domainler HIF-1p ile dimerizasyonda yer alirlar. C terminal bolgesi; TAD (transaktivatér bolgesi),
ID (inhibitor bolgesi) ve NLS (niikleer lokalizasyon bdlgesinden) olusur. ODDD (oksijen bagimli
degredasyon bolgesi) bolgesi ise VHL proteini tarafindan hedeflenen bdlgeleri igerir (Chun, 2002).
HIF-2a protein yapis1 bakimindan biiyiik 6l¢iide HIF-1a’ya benzerlik gosterir; ancak dokuya 6zgii
ifade edildikleri ve farkli fonksiyonlara sahip olduklar1 bildirilmektedir. HIF-1a ve HIF-2a yapisal
olarak oldukca benzemelerine ve HIF-f ile dimer olusturarak ayni DNA sekanslarina
baglanmalarina ragmen farkli doku ve hiicresel dagilim paternlerine sahip olabilir ve farkli hedef
genleri aktive edebilirler. HIF-1a, HIF-2a ve HIF-3a'nin mevcut ti¢ izoformu, HIF-f ile dimerize
edildikten sonra farkli fonksiyonlara sahip transkripsiyon faktorlerinin olusumuna izin verir. HIF-
3a'nin ¢oklu izoformlar1 mevcuttur. HIF-3a bagimsiz olarak veya HIF-1a ile ¢alisarak bazi hedef
genleri aktive edebildiginden, glikoz ve amino asit metabolizmasi, apoptoz, proteoliz, p53
sinyalizasyonu gibi olaylarda rol oynadigimi disiindiirmektedir. HIF-3a’nin alternatif splaysing
seceneklerinden biri olan inhibitor PAS domain proteininin (IPAS) HIF-l1a igin negatif bir
regiilator gibi davrandigi bildirilmistir (Demirel, 2013). (Sekil.2.5)

VHL (von Hippel-Lindau) timér baskilayici bir gen olup, kromozom 3’iin kisa kolunda
lokalize olan (3p25-26) 3 ekzonlu bir gendir. Bu genin kodladigi 4-7 kb uzunlugundaki
mRNA’dan, farkli biiyiikliikte iki protein sentezlenir. Bunlardan biri 30 kDa molekiiler agirlikli bir
protein olup VHL30 (213 amino asit) diye adlandirilir. Digeri alternatif translasyonla sentezlenen
yaklasik 18-19 kDa’luk daha kisa bir VHL19 (160 amino asit) proteinidir. Her iki molekiil de
tiimor baskilayict aktiviteyi saglar. VHL terimi benzer fonksiyona sahip olmalarindan dolay1 her iki
izoform i¢in de kullanilir. VHL proteini a ve P olmak {iizere islevsel iki tane domain igerir

(Sekil.2.6) (Maher, 2004; Hes ve ark., 2005; Chittiboina ve Lonser 2015; Frost, 2018)
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Sekil 2.6. VHL geni (Frost’ten (2018) uyarlanmustir.).

VHL geni iki protein kodlar: pVHL30 ve pVHL19. VHL; birgok hiicre proteiniyle
etkilesime girerek, ekstraselliilar matriksin formasyonunda, anjiyogenezin kontroliinde, hiicre
metabolizmasinda ve mitogenezde rol alir. En iyi tanimlanmig VHL iglevi; E3 ubikiitin ligaz
kompleks mekanizmasidir. VHL proteini, elongin B ve elongin C ile Cullin2’nin heterodimerik
kompleks olusturarak HIF-lav e HIF-2a’ya baglanip bu proteinlerin ubikiiitin aracil
degradasyonuna hizmet eder (Sekil.2.6) (Maher, 2004; Schoning vd, 2017).
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Sekil 2.7. Hipoksik Yolak (Watts ve ark.’dan (2022) modifiye edilmistir.)

Oksijen varliginda; HIF-1a’nin hidroksilasyonu sonucunda etkinlesen VHL, fonksiyonel
hedefi olan iki regiilator altyapiya, Elongin C ve Elongin B’ye (hiicresel transkripsi yon faktorleri)

baglanir ve baglant1 sonras1 Cullin2 (Cul2) diye adlandirilan dordiincii bir proiteinle etkilesir. Bu
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VHL/elonginCB/Cul2 kompleksi ring bax protein 1 (Rbx1) denilen bir proteinle daha etkileserek
poliubikitinasyon i¢in uygun bir hedef olusur. Yapiya eklenen bu enzimler genellikle ubikiitin
ligazlar (E2, E3 kompleksleri) olarak bilinir ve boylece olusan poliubikiitin kuyrugu yikima
ugrayacak substrata bir sinyal ya da flama hizmeti yaparak intraselliiler yikim i¢in hedef proteinle
baglanirlar ) (Sekil 2.6.) (Maher, 2004; Zimmer ve ark., 2004; Hes ve ark., 2005; Demirel, 2013
Chittiboina ve Lonser 2015; Schoning ve ark. 2017)

Normoksik kosullarda (oksijen yaklastk %21 ya da yeterli Fe* ve 2-oksoglutarat mevcut
oldugunda); prolil hidroksilazlar (PHD) tarafindan HIF-1a proteinleri, iki prolin reziidiistinden
(P*? ve P°*) hidroksile olarak VHL ile etkilesir. PHD aktivitesi sonucunda prolinler
hidroksiproline doniistiiriildiikten sonra VHL proteini HIF-1a’y1 yakalar. Bdylece HIF-lo’nin
ubikiitin siireci baglar. Fakat HIF-1a stabil olmasi durumunda yani hipoksik kosullarda (oksijen
yaklagik %1); prolin hidroksilasyonu icin substrat olarak oksijene ihtiya¢ duyuldugundan iki prolin
reziidiisii hidroksillenemez, hidroksillenemeyen HIF-a yikim i¢cin VHL proteinine baglanamaz ve
birikir. Bu durumlarda yikilamayarak stabil hale gelen HIF-a iinitesinin niikleusa gectigi, HIF’in
diger iinitesi HIF-B ile birleserek 6zel DNA sekanslarina baglanir ve (HRE (Hypoxia-Response
Element) bolgesi), vaskiiler endotelyal biiylime fatorii (VEGF), eritropoietin (Epo) gibi bir takim
hedef genlerin transkripsiyonunu saglar. VEGF ve Epo gibi proteinlerin transkripsiyonu, timor
ilerlemesi ve metastaz siirecine katki sagladiklari gosterilmistir) (Sekil 2.7.)HIF-1o’nin VHL
proteinine baglanan bolgesi olarak bilinen oksijen bagimli degredasyon bdlgesi (ODDD), HIF-
lo'nin  N-terminal transaktivasyon bolgesi olarak bilinir (N-TAD). HIF-la’nin ikinci
transaktivasyon bolgesi C-terminal bolgesi (C-TAD) igerisinde bulunan asparajin hidroksilaz ile
hidroksillenen asparajin N** konumlu bélgesidir. Hipoksi kosullarinda prolin ve asparajinlerin
hidroksilasyonu gerg¢eklemez ve VHL protein HIF-a’ya baglanamaz (Maher, 2004; Zimmer ve
ark., 2004; Hes ve ark., 2005; Demirel, 2013 Chittiboina ve Lonser 2015; Schoning ve ark. 2017;
Liao ve ark., 2024).

Son olarak VHL geninde tiim bu mekanizmalarin disinda ¢esitli gen mutasyonlart meydana
gelebilir. Bu durumda hiicreler hipoksi durumundaymis gibi haraket ederler. Hiicrelerde VHL
proteininin yetersiz olmasi durumunda, ortamda oksijen olsa bile, HIF-o alt iinitelerinin yikimi
gerceklesmez. VHL hastaliklarinda VHL’nin elongin B ve elongin C’ye baglandig1 yerlerinin
siklikla mutasyona ugradiklar1 gosterilmistir. VHL’de olusan bu degisimler nedeniyle de hipoksiyle
indiiklenebilir proteinler uygun sekilde yikilamaz, birikir ve stabil hale gelerek HIF tarafindan
regiile edilen hedef genleri indiikleyebilir ve yeni kan damarlart olusabilir. Bdylece VHL
yetersizliginde, HIF degradasyonu bozulur ve hiicreler oksijensizmis gibi davranabilirler. Bu
durumun, solid tiimoérlerin damarlanmasin1 ve gelisimini kolaylastirarak tiimor bilylimesine

yardime1 oldugu gosterilmistir (Zimmer ve ark., 2004; Hes ve ark., 2005; Demirel, 2013).

25



2.3.2. Hipoksi ve Kanser Kok Hiicresi

Hipoksinin  angiyogenez, demir metabolizmasi, glukoz metabolizmasi, hiicre
proliferasyonu ve hiicre sag kalimi {izerine etkili 100’den fazla genin transkripsiyonel uyarimini
baslattigi belirlenmistir. HIF-o aktivasyonu yaklasik %35 oksijende baslar ve oksijen
konsantrasyonu neredeyse anoksik kosullara diistiigiinde aktive olmaya devam eder. Arastirmalara
gore KKH'lerle ilgili olarak, HIF-1a ve HIF-20’nin kanser hiicrelerinde kok hiicre 6zelliklerini
korudugu bildirilmistir. Her iki faktér de KKH'nin hayatta kalmasi ve kok hiicre 6zellikleri
korunmasinda onemli role sahiptir, bu da 6zellikle KKH'leri mekanizmasini anlama ve kontrol
etmede hipoksik yolagi molekiillerinin 6nemimini vurgular. Hem HIF-1a hem de HIF-2a, KKH'leri
koruyabilse bile bu siirecte farkli katkilart oldugu bildirilmistir. Yapisal benzerlige ve 6zdes DNA
baglanma bolgelerine sahip olmalarina ragmen, HIF-a izoformlar1 aynm1 gen takimlarini aktive
etmez; hem ortak hem de kendilerine 6zgii gen hedeflerine sahiptir (Schoning ve ark., 2017; Tong
ve ark., 2018).

Genel olarak, HIF-1a, glikoliz yolu genleri gibi diisiik oksijenli hayatta sagkalimini
destekleyen genleri aktive ederken; HIF-2a, Oct4, Sox2 ve Notch gibi kdk hiicre fenotipinin
korunmasindan sorumlu genleri aktive eder. Hipoksi ile uyarilan KKH’leri, ¢esitli sinyal yollarimi
aktive ederek hiicre i¢i veya hiicre ylizeyinde bazi belirteclerin ekspresyonuna neden olur. Hipoksik
kosullar altinda; Notch, Wnt Hh, NF-kB, TGF-f/SMAD, PI3K/Akt/mTOR ve STAT3 sinyal
yollart HIF araciligi ile aktive edilebilir ve bu bazi belirte¢ (CD44, CD24, ALDH, Patch-1, SOX2,
C-myc, p65 vb.) ekspresyonlarini uyarabilir (Sekil.2.8). KKH'leri s6z konusu oldugunda, bu iligki
birkag calisma tarafindan deneysel olarak desteklenmektedir. Beyin tiimorii hiicrelerinde, HIF-2a
tek basmna C-myc ve Nanog ekspresyonunu arttirir ve kanser hiicrelerinde in vitro olarak
farklilagsmamis bir durumu korur. Covello ve ark., (2006) hem embriyonik hiicrelerde hem de
teratomlarda HIF-2a'nin kok hiicre fonksiyonlarini dogrudan diizenledigini ve bir baska 6nemli kok
hiicre bakim geni olan Oct4 aktivasyonu yoluyla biiylimeyi destekledigini gostermistir. Li ve ark.
(2009), hipoksik kosullar altinda glioblastoma KKH'lerinin, kok olmayan kanser hiicreleri ve noral
progenitor hiicrelere kiyasla ¢ok daha yiiksek HIF-2a ekspresyonu ve protein seviyelerine sahip
oldugunu bildirilmislerdir. Ayrica HIF-2a ortadan kaldirilmasinin yalnizca KKH'leri etkiledigini ve
hiicrelerin farklilagsmasim1 destekledigini ortaya koymuslardir. Buna karsilik, <%1 oksijen
kosullarinda HIF-1a aktivitesinin, KKH, noral progenitor hiicre ve kok hiicre olmayan kanser
hiicreleri arasinda benzer diizeyde oldugu bulunmustur. Sonug olarak bu durumun HIF-2a 'nin
glioblastomdaki KKH'leri igin spesifik bir belirte¢ olabilecegini 6ne siirmiislerdir. HIF-2a,
KKH'lerde stemness (kok hiicre 6zellkleri) gen aktivasyonundan ve 6zelliklerinden sorumluyken,
HIF-1a, hayatta kalma yollarini aktive ederek, hipoksik kosullarda KKH ve KKH olmayan canlilig
destekler Schoning ve ark., 2017; Tong ve ark., 2018). Najafi ve ark. (2020) hipoksik nigler
icindeki tercihli lokazisyonun, KKH’lerinin ¢esitli stres faktorlerine verilen yanitlarin

modifikasyonu yoluyla aracilik eden adaptif mekanizmalar gelistirmesine ve sonug olarak agresif
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bir davranig gostermesine yardimci olabilecegini ortaya koymuslardir. Tiim bunlarla beraber iyice
karmagiklagsan HIF mekanizmasinin KKH iligkili igleyisinin, modern bilimin son yillarda gelisen ve
ilerleyen teknolojisinden yararlanarak aydinlatilmasi ve bu bilginin tedavide terapdtik hedefler

gelistirmede kullanilmasi biiyiik nem tagimaktadir.
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Sekil 2.8. Hipoksi ve KKH arasindaki iligki (Zaarour ve ark.’dan (2023) modifiye edilmistir.).

2.4. U¢ Boyutlu (3D) Hiicre Kiiltiirii ve Kanser Arastirmalarindaki Kullanimi

Bilimsel ¢aligsmalarda; hiicre ve organ biyolojisi, sinyal yolaklari, canlilik, apoptoz, kanser
biyolojisi, ¢esitli hastalik modellemeleri, kok hiicre ¢alismalart ve hedefe yonelik ilag gelistirme
calismalarinda kullanilmak {izere model sistemlere veya organizmalara ihtiyag¢ vardir. Okaryotik
bir yiiksek organizasyonlu organizmalarda hiicreler, hiicre-hiicre etkilesimleri saglayan molekiiller
(CAMs) araciligiyla birbirlerine (6rnegin; kaderinler, integrinler, hiicreler arasi kanal proteinleri)
ve hiicreler arasi boslugu dolduran fibroblastlar, kollagen, laminin gibi proteinlerce zengin olan
extraselliilar matriks (ECM) ile de etkilesim halindedir. Hiicre-hiicre baglantilari ile en temelde
doku biitiinliigli saglanirken; ECM bdylece doku icin bir iskelet gorevi goriir (Fatehullah ve ark.,
2016; Akbari, 2018; Frum ve Spence, 2021).

Gegmisten gilinlimiize deneysel arastirmalarda yaygin olarak kullanilan iki boyutlu (2D)
hiicre kiiltiirleri ile yapilan ¢aligmalarda hiicre biyolojisi, kanser yolaklari vb. alanlarda yadsinamaz
bilgiler elde edilmistir. Yine de 2D hiicre kiiltiirlinde kullanilan hiicre hatlar1 zaman iginde
genotipik degisimler ve smirli pasaj kapasitesi gostermesi, ¢apraz-kontaminasyonu Onlemek igin
stirekli kontrol gurubu olusturma zorunlulugu bulundurmasi ve primer doku 6zelligini tam olarak
yansitmamasi gibi dezavantajlar igerir. (Lin ve Baker 2011; Er, 2016; Sachs ve Clevers, 2014). Ek
olarak CAMs ve ECM olmadan 2D kiiltiirde hiicreleri biiyiitmenin yeterli ve verimli olmadigi daha
once gosterilmis ve bu yontemle elde edilen hiicrelerin gergek doku 6zelliklerini ve fonksiyonlarini

yansitmadigi ile ilgili aragtirmalar literatiirde yerlerini almislardir. Fare gibi hayvan modellerin
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maliyetli olmasi, ¢alismanin sonunda farenin dldiirlilecek olmasi, tlimor-konake iligkisinin her
zaman saglanamamasi, insan hasta dokusu ve insan genetik altyapisini birebir yansitmamasi ve bir
takim etik problemlerden Otiirli dezavantajlara sahiptir (Er, 2016). Teknolojik ilerlemenin hizla
ivme kazandig1 21. yy’da ii¢ boyutlu (3D) hiicre kiiltiirlerinin gelistirilmesiyle ¢arpici bir basari
elde edilmis ve bu teknoloji bilimsel arastirmalarda kullanilmak tizere yerini almistir. 3D hiicre
kiiltiirii teknolojisi, hiicrelerin CAMs baglantilart ile bibirine tutunarak 3D bir organizasyon
olusturmasina olanak tanimistir. ECM benzeri malzemelerin eklenmesiyle bu organizasyon daha
fizyolojik hale getirilmistir. Primer dokudan ya da pluripotent kok hiicrelerden tiiretilen kendi
kendini yenileyebilme ve organize edebilme kapasitesine sahip ve doku fizyolojisiyle mimarisini
yansitan organ benzeri yapilarin elde edildigi organoid modellemesi ile de 3D hiicre kiiltiir
sistemleri daha ileri bir diizeye tasinmistir. (Fatehullah ve ark., 2016; Akbari, 2018; Frum ve
Spence, 2021).

2.4.1. U¢ Boyutlu (3D) Hiicre Kiiltiirii Sistemleri

2.4.1.1. 3D Hiicre Kiiltiirii Modelleri

Ozellikle klinik &ncesi arastirmalarda, 3D hiicre kiiltiirii modelleri geleneksel 2D hiicre
kiiltiirii ile hayvan modelleri arasindaki boslugu kapatmanin yenilik¢i ve umut verici bir yoludur.
Genel itibariyle 3D hiicre kiiltiirii yontemleri sferoid ve organoid modellere ayrilabilir. Cogunlukla
birbirinin yerine kullanilabilen terimler olan sefroidler ve organoidler bir¢ok hiicrenin
toplanmasiyla olusan 3D hiicre kiiltiiri modellerdir. Sferoidler basit¢e hiicrelerin 3D yapilar
halinde toplanmasi olarak tanimlanabilirken; organoidler insan organinkine bezer yap1 ve islevleri

gosteren kendi kendine farklilasabilen modeler olarak bilinirler (Lee ve ark., 2023).

2.4.1.1.1. Sferoidler

Sferoidler, serbest yiizen agregatlar olarak kiiltiirlenen; tiimor dokulari, embriyonik
cisimler, hepatositler, ndronal dokular ve meme benzeri gibi ¢ok cesitli hiicrelerin basit kiimeleri
olarak tanimlanan 3D hiicre kiiltiirii sistemleridir. Mevcut 2D hiicre modellerine kiyasla sferoidler,
hiicre-hiicre etkilesimlerinin daha etkili bir sekilde incelenmesine olanak tanir. Ancak bazi
durumlarda ECM benzeri bir iskele olmadan kiiltlirlendikleri icin nispeten diisiik bir yapisal
karmasiklik gosterirler. Kanser hiicrelerinin 3D kiiltiiriinii sagladiklari i¢in, kanser arastirmalarinda,
antikanser direnci, radyasyon direnci c¢alismalarinda, timor sferoidleri (tiimdroidler) siklikla
kullanilmaktadir (Lee ve ark., 2023).

Sferoidlerin histolojik yapilari solid tiimdrler gibi heterojen hiicre popiilasyonlarindan ve
patafizyolojik gradyanlardan olusur. Dis katmandaki hiicrelerin, besinlere ve oksijene erisimi
merkez katmanlar1 olusturan hiicrelere gore daha kolaydir. Merkeze dogru gidildik¢e besin ve

oksijenlere erisim ve tedarik azalir ve karbondioksit miktar1 artar. Bu da merkezdeki hiicrelerin
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disaridaki hiicrelere nazaran daha nekrotik ve yash kalmasimi agiklamaktadir. Tek tip hiicre
olusturulmus sferoid kiiltiirde bile, oksijen ve besinin sinirli difiizyonuna bagli olarak distan ige

dogru heterojen hiicre katmanlarinin olustugu soylenebilir (Han, vd 2021).

2.4.1.1.2. Organoidler

Organoidle yapisal olarak karmagik ve organa 0zgii kiimeleri olup, embriyonik kok
hiicreler, yetiskin kok hiicreler veya indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerden kiiltiirlenebilirler.
Matrigel veya kollajen gibi ECM benzeri iskele ile kiiltiirlenen hiicrelerin bir araya gelmesi ve ¢ok
asamali organogenez Ozelliklerin yansitilmas: ile gelistirilen 3D hiicre kiiltiiriidiir. Kanser
arastirmalarinda da siklikla kullanilan bu organoid modelleri; kanser ilerlemesi, cogalmasi, kendi
kendini yenileyebilen 6zelliklere sahip olmasi ve farklilasma yeteneklerinden kaynakli tiimor igi
heterojeniteyi iyi taklit ederler. Kanser calismalarinda kullanilan organoid modeller, sferoidlerden

daha karmasik bir yapiya sahiptir (Lee ve ark., 2023).

2.4.1.2. 3D Hiicre Kiiltiirii Teknikleri

2.4.1.2.1. iskeleye (Scaffold) bagh olmayan 3D hiicre Kiiltiirii sistemleri

Herhangi bir iskele destegi olmadan hiicre-hiicre etkilesimleri ile 3D hiicre kiiltiirii
organizasyon olusturan sistemlerdir. Bu teknikte herhangi bir destekleyici bir yapi1 bulunmadan,
kiigiik hacimli damlalar igersinde hiicrelerin hiicre-hiicre etkilesimleri ile bir agregat olusturmasi
prensibine dayanmaktadir. Asili damla (hanging drop) tekniginde, kiiglik hacimli damlalar
icersinde hiicreler kendiliginden bir arya gelirler. Yaygin olarak kullanilan diger bir teknik ise;
disiik yapigsma kapasiteli (low-attachment) platelerin kullanilmasiyla gelistirilen 3D hiicre

kiiltiiriidir.

2.4.1.2.2. iskeleye (Scaffold) bagh olan 3D hiicre kiiltiirii sistemleri

Yiiksek miktarlarda suyu emebilen ve tutabilen ¢apraz bagli polimer yapidaki bazi dogal
veya sentetik malzemeler 3D hiicre kiiltiirli calismalarinda hidrojel olarak kullanilabilmektedir. Bu
dogal malzemelere 6rnek olarak fare tiimdr dokusundan elde edilen ECM proteinlerince zengin
olan ‘Matrigel’ ya da dogal bir biyopolimer olan agaroz, dogal hidrojellere 6rnek verilebilir. Ek
olarak deniz yosunlarindan elde edilen aljinatta 3D kiiltiirde bir iskele olarak kullanilabilmektedir.
Yaygin olarak kullanilan sentetik iskeleler poli-g-kaprolakton (PCL), polietilen glikol (PEG),
polivinil alkol ve poli-laktid-ko-glikolid (PLGA)’den olusur. Hem dogal hem de sentetik iskeleler
3D hiicre kiiltiiriinde hiicre-hiicre (CAM) etkilesimlerinin diginda, hiicre-matriks (ECM) gelisimi
i¢in bir alt yap1 sunmaktadir.

Bilimsel yeni tekniklerden olan organ-on-chip modelleri de bir organin fizyolojisini taklit

etmek i¢in tasarlanmis olan mikroakigskan temelli sistemlerdir. Bu organ-on-chip modellerinde, ¢ip
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icerisinde tasarlanmig olan kiiciik kanallar boyunca hiicrelere besin ve oksijen akigi saglanir. Ek
olarak giiniimiizde o©Onemli bilimsel gelismelerden olan 3D biyoyazicilarda, klinik Oncesi
aragtirmalarda kullanilan yeni tekniklerdendir ve 6zellikle organ transplansyonu igin gelecegin

umududur (Habanjar ve ark., 2021; Li ve ark., 2021; Sigma Aldrich, 2025)

2.5. Protein Ifade Profilinin ve Hiicre Yiizey Molekiillerinin Terapotik Yaklasimdaki Onemi

Kanser oliimciil bir halk sagligi sorunu olarak diinyada 6liimlerin baslica nedeni olmaya
devam etmektedir. Bilim ve teknolojideki gelismeler, kanser basta olmak {izere ¢esitli hastaliklarda
tedavi seceneklerini arttirmis; kisisellestirilmis/kisiye veya hedefe 6zgii tedavi yaklasimlar1 gibi
yeni yaklasimlarin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Genomik ve transkriptomik alanindaki ilerlemeler,
basta kanser olmak iizere ¢esitli hastaliklarin karekteristik 6zelliklerini, prognozu ve diger biyolojik
etkileri hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadir. Ancak, proteomik temelli yaklasimlar, hastalikla
iligkili proteinlerin tanimlanmasinda daha kapsamli bilgiler verdigi i¢in klinik 6ncesi ¢aligsmalarda
gittikce artan bir popiilerite kazanmaktadir. insan genomunun ve proteomunun detayli analizini
miimkiin kilan genomik, transkriptomik ve proteomik teknolojilerin gelisimi, bu tedavi
yaklasimlarinin basariya ulagsma potansiyelini giinden giine arttirmaktadir.

Bir hiicre, doku ve organizmada belirli bir anda bulunan proteinlerin timii “proteom”
olarak adlandirilir. Proteinler, yasamin siirdiiriilmesinde dogrudan rol oynayan, viicuttaki doku ve
organlarin yapisi, islevi ve diizenlenmesinde gorev alan temel molekiillerdir. Proteomik, belirli bir
durumda bir hiicrenin, dokunun veya organizmanin tiim proteinlerin ifade diizeyleri, translasyon
sonrast modifikasyonu, lokalizasyonu ve kimligi hakkinda kapsamli bilgi saglayan ve ¢ok sayida
analitik teknigi kapsayan bir aragtirma alanidir. Organizmanin i¢inde bulundugu fizyolojik duruma
gore meydana gelen protein seviyesindeki degisiklikleri yansitan ve bu degisiklikleri incelemeye
olanak veren proteomik teknolojiler, kanser gibi dliimciil hastaliklarin erken tami ve tedavisinde
potansiyel yeni biyobelirteclerin belirlenmesine katki saglamakta, bu biyobelirteglerin klinik
kullanima kazandirilmasinda ve en nihayetinde hastalifa bagli 6lim oranlarimin azaltilmasinda
umut vaat etmekdir. Ayrica kanser hiicrelerinin molekiiler profillerine uygun olarak, hedefe yonelik
ilag gelistirilmesinde ve yeni tedavi yaklasimlarinin kazanilmasinda proteomik teknikler dnemli
bir rol tistlenmektedir (Gezici, 2017; Su ve ark., 2021).

Biyobelirte¢ ve ilag calismalarinda erigebilirligi nedeniyle c¢ogunlukla hiicre yiizey
proteinleri (hiicre membran proteinleri) ya da plazma membran proteomu hedeflenmektedir. Bu
proteinler genel olarak hiicre-hiicre etilesimlerinde, hiicre disi sinyallerin hiicre ici tepkilere
doniisiimiinde (veya tersi), besin ve madde taginmasi gibi biyolojik siireglerde kritik rol oynarlar.
Kanser gibi hastaliklarda bu proteinlerin ifade diizeyindeki meydana gelen degisikliklerin analiz
edilmesi, yeni tan1 ve prognostik biyobelirteg potansiyellerinin tanimlanmasina olanak tanirken,
terapotik amagli kullanildabildiklerinden dolay1 da hayati 6neme sahipleridir (Ye ve ark., 2020;
Larkin ve Aukim-Hastie, 2011).
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Hiicresel homeostazinin énemli bir parcasi olan hiicre mambram (hiicre zar1) esnek bir
yapiya sahiptir. Membran yapisini olusturan fosfolipitler temelde negatif ylikli hidrofilik bir bag
ve yanyana duran hidrofobik 6zellikteki iki yag asidi zincirinin olusturdugu kuyruk béliimiinden
meydana gelirler. Fosfolipit ¢ift tabakasi ise, hidrofobik kuyruklar i¢ ice birbirine bakacak sekilde
dizilirken, hidrofilik baslar ise hiicre i¢i ve hiicre dis1 yiizeyi ile temasta bulunur. Boylelikle hiicre
ici ve hiicre dist ortamda bulunan sulu ortamda kendiliginden diizenli bir yapi olusturular.
Membran yapisinda, zar akiskanligina katkida bulunan kolesterol ve zara islevsellik kazandiran
proteinler bulunur. Membran yapisinin 6nemli bir 6zelligide secici gegirgen olmasidir yani; lipitte
coziinen oksijen, karbondioksit vb. maddeler gecebilirken hiicre i¢ci ve disina kolaylikla
gecebilirken glukoz veya yiiklii molekiiller kolaylikla gecemezler. Bunlar i¢in kanallar veya
transmembran (tasiyici proteinler) proteinlere ihtiyag vardir (Anamourlis, 2020).

Hiicre membraninin ¢ift fosfolipid tabakasi icersinde pek ¢ok dagilmis protein bulunur.
Hatta buradaki bazi proteinler karbonhidrat gruplarina baglanarak glikoprotein yapisini olusturular.
Bu dagilmis proteinler kimi zaman fofolipit tabakasi icersinde gomiilii halde bulunur ve integral
proteinler olarak adlanirilirlar. Bu proteinlere 6rnek olarak; kanal ya da tasiyici proteinler,
reseptorler, glikoproteinler verilebilir. Bazi proteinler ise sadece membran yiizeyine tutunur ve
bunlarda periferal proteinler olarak bilinirler. Periferal proteinlere 6rnek olarak bazi enzimler
ornek verilebilir. Hiicre membran proteinleri ORF’lerin (agik okuma c¢ergevesi-open reading
frames) yaklasik %20-30 olusturmalarina ragmen, hiicrede az bulunmalar1 ve zayif ¢oziiniirliikleri
cogu zamanda yapilan proteomik ¢alismalarda yetersiz sekilde temsil edilirler. Integral proteinlerin
sekonder yapist a-heliks ve [-sheet yapidan olusur. Bu proteinlerin tanimlanmalari iginde
barindirdigi hidrofobik transmembran bdlgelerden Otiirli zordur, ayrica a-heliks yapilart yogun
olarak barindirmalar1 bu zorlugu arttirmaktadir. Proteinin hidrofobik yonelimi genellikle
transmembran helikslerin varligina baglidir (Anamourlis, 2020).

Sonug olarak mevcut ilag hedeflerinin yaklasik %70 ni olusturan (bunlarin yaklasik %25°i
GPCR’lerdir) hiicre membran proteinlerinin kesifi son derece Onemlidir.  Bu ylizden
tanimlanmalarinda yasanan analitik zorluklarin iizerinden gelmek amaciyla cesitli yontemler

gelistirilsede hala bu zorluklar giincelligini korumaktadir (Vuckovic ve ark., 2013).

2.5.1. Hiicre Membran Proteinleri ve Izolasyonlar

Cift fosfolipit tabakadan olusan ve secici gegirgen bir yapiya sahip hiicre membrani
iizerindeki proteinler; hiicreler arasi iletisim, sinyal iletimi ve madde taginmasinda gorev alirlar. Bu
proteinler arasinda reseptdrler, transpot proteinler (tasiyici proteinler), iyon kanallari ve adhezyon
proteinleri yer alir ve bunlar ila¢ kesfi calismalarinda hedeflenebilecek potansiyel adaylar
arasindadir. Dolayisiyla bu proteinlerin incelenmesi, hastalik iligkisinin arastirilmasi yeni tani ve
tedavileri ortaya koymada biiyilk 6nem tasir. Yapilan proteomik tabanli hiicre membran proteini

arastirmalarinda bu proteinler diisiik oranda raporlanmaktadir. Bunun temel iki nedeni; diigiik
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miktarda bulunmalar1 ve hidrofobik yapilarindan kaynaklanmaktadir. Gilintimiizde ¢esitli
zenginlestirme yontemleri (enrichment), solubilizasyon, sindirim ve fraksiyonlama stratejileri
ortaya ¢ikmig ve bahsedilen zorluklar asilmaya calisilmistir. Teknolojinin ilerlemesiyle farkli
proteomik yontemler ve yaklasimlar ortaya ¢ikmis olsa da ne yazik ki hiicre membran proteinleri
hala az sayida raporlananmaktadir (Vuckovic ve ark., 2013).

Protein zenginlestirme biyolojik bir numunedeki belli tiirdeki proteinlerin daha fazla analiz
ve tanimlanmasi i¢in yogunlastirilmasidir. Bdylece sonraki analizlerin iyilestirilmesine katki
saglanir. Bilenen ve uygulanan bir ¢ok zenginlestirme yontemi vardir. Bunlardan en klasik
zenginlestirme yontemi; hiicre total protein lizatinin diferansiyel santrifiijlenmesi yontemidir. Bir
baska membran zenginlestirme yontemi ise zayif baglanan proteinleri uzaklastirmak i¢in uygulama
protokollerine eklenen soguk 0.1 M Na,Co; cozeltisi ile yikama islemi ve sonrasinda santrifiij
asamalarini igerir. Boylece membran igerisine sikismis olan integral proteinlerin serbest kalmasi
saglanir. Bir diger yontem ise plazma membraninin dogal anyonik yapisi kullanilarak katyonik
kolloidal silika boncuklarinin elektrostatik olarak membrana baglanmasidir. Poliakrilik asit gibi
capraz baglayici bir anyonik bilesigin eklenmesi ile silika kapli boncuklarin saglam hiicre zarina
baglanmasini saglanir. Hiicre lizisi sonrasinda membran proteinleri ile diger hiicre bilesenlerinden
ayrilir ve silikaya bagl proteinler eliie edilir. Bir diger yaklasim da fosfolipid kapl siipermanyetik
nanopartikiillerdir. Basitge hiicreler, fosfolipid kapli nanopartikiiller ile inkiibe edildikten sonra liz
edilir ve santrifiijlenir, ardindan manyetik alan kullanilan bir kolon araciligiyla membran proteinleri
elde edilir. Son olarak en yaygin yaygin kullanilan zenginlestirme ydntemlerinden biri de

biyotinilasyondur (Vuckovic ve ark., 2013).

2.5.1.1. Biyotinilasyon

Biyotin, vitamin H veya B7 vitamini olarakta bilininen dogada bulunan bir vitamindir ve
cesitli biyolojik siireglerde yer alir. Tiim yasam formlari i¢in gerekli bir koenzimdir ve genellikle
karboksilazlar icin kovalent baglanan bir koenzim olarak bilinir. Histonlardaki farkli lizin
kalintilarina baglanarak kromatin yapisina etki eder ve bdylece gen diizenlenmesinde rol oynar.
Biyotinin hiicre sinyalizasyonunda, genlerin epigenetik diizenlenmesinde de rol oynadigi da
bildirilmistir (Chapman-Smith ve Cronan, 1999a; Zempleni ve ark., 2009).

Kiiciik bir molekiil olan biyotinin dogal olarak avidin, neutravidin, streptavidin gibi
bilesiklere yiiksek baglanma afinitesi olusturarak non-kovalent baglanir. Olusan bu bag ¢ok hizlidir
ve bir kez olustugunda pH, organik ¢oziiciiler veya deterjanlardan kolaylikla etkilenmez. Bu
aktivitesinden Otiirii biyoteknoloji, biyokimya, hiicre biyolojisi gibi alanlarda (protein saflagtirma,
molekiil etiketleme, immiinhistokimya, immiinblotlama, immiinprespitasyon, ELISA, goriintiileme
vb.) yaygin olarak kullanilmaktadir (Chapman-Smith ve Cronan, 1999a).

Biyotin, birbirine tiyofen halkasi ile baglanan imidazol grubu ve valerik asit yan

zincirlerinden olusur. Biyotin molekiiliiniin valerik yan asit zinciri avidin ile etkilesimde 6nemlidir.
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Ancak bu zincirin terminal karboksilik grubu biyotini diger molekiillere baglamak i¢in kullanilan
cesitli reaktif gruplart igerecek sekilde modifiye edilebilir (Elia, 2008) (PubChem, 2025a) (Sekil
2.9).

= Valeric Acid

Sekil 2.9 Biyotin yapisi (PubChem ID:171548).

Biyotinilasyon (biyotin ile etiketleme), biyotin molekiiliiniin hedef bir molekiile (6r;
antikor peptit, protein) baglanmasi islemidir. Biyotin kiiglik bir molekiil oldugu i¢in baglandig
molekiillerin yapisim ve aktivitesini bozmaz, toksik degildir. Iki farkli biyotinilasyon ydntemi

vardir: enzimatik biyotinilasyon ve kimyasal biyotinilasyon.

Enzimatik biyotinilasyon; biyotin protein ligaz enzimleri kullanilirak gergeklestirildiginden
dogal bir post transkripsiyonel modifikasyondur. E. coli nin biyotin protein ligaz enzimi olan BirA
(35k Da) enzimi MgCl, ve ATP varliginda hedef dizi (AviTaq dizisi-15 amino asit) igerisindeki
lizin amino asidine biyotin baglar. Cogu organizmada biyotinlenmis en az bes biyotinlenmis
protein bulunur. Biyotini bu proteinlere baglayan reaksiyon olduke¢a spesifiktir. Deneysel olarak
hedeflenen molekiillerin enzimatik biyotinilasyonu yiiksek homojenite ve oOzgiillik saglar.
Kimyasal biyotinilasyon ile kiyasaladiginda; toksisitesi daha diisiiktiir ve dogal bir siire¢ oldugu
icin molekiillerin yapisin1 ve fonksiyonunu nerdeyse etkilemez (Sarthan, 2023; Chapman-Smith ve
Cronan, 1999a).

Enzimatik biyotinilasyona gore daha sik¢a kullanilan kimyasal biyotinilasyon hem in vitro
hem de in vivo olarak gerceklestirilebilir. Kimyasal biyotinilasyon reaktiflerine 6rnek olarak
polietilen glikol reaktifleri (NHS-(PEG4)-Biotin), NHS-Biotin, Siilfo-NHS-Biotin verilebilir.
Kimyasal biyotinilasyonda kullanilan biyotinilasyon reaktifinin ¢ozliniirligii, hedef protein veya
molekkiilleri etiketleme verimliligini etkiler. Proteinler hem hidrofilik hem de hidrobik yapilara
sahiptir ve bu bdlgeler biyotinilasyon reaktifinin ¢ozlintrligiine bagli olarak etiketleme
verimliligini etkileyebilir. Bu nedenle uygun biyortinilasyon reaktifi ¢ok Onemlidir.

Biyotinilasyonun amac1 hedef proteini, onun fonksiyonuna ve yapisina etki etmeden etiketlemektir.
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Biyotin kiigiik bir molekiil olsa da, biyotinilasyon reaktifleri subustratlara baglanma gibi protein
fonksiyonlarim diizenleyen amino asitlere konjuge olmasi durumunda protein fonksiyonunu
bozabilir. Bu durumun o6niine gecebilmek amaciyla spesifik amino asit fonksiyonel gruplarin
(Aminler (-NH2), siilfhidriller (-SH), karboksiller (-COOH), karboniller (-CHO)) hedefleyen
birgok biyotinilasyon reaktifleri mevcuttur.

Aminler, lizin yan zinciri bol miktarda e-aminleri ve N-terminal a-aminleri icerdigi icin
biyotinilasyonda sik¢a hedeflenen fonksiyonel gruplar arasinda yer alir. N-hidroksisiiksinimid
(NHS) esterleri aminler ile kolayca stabil baglar olusturur. Elektiriksel yiik tasimadiklari i¢in suda
hemen ¢dziinmezler. Bu yiizden 6nce organik bir ¢oziiclide ¢oziindiikten sonra sulu cozeltilere
eklenir. NHS hiicre zarindan kolaylikla sizabilirler bu yiizden hiicre i¢indeki proteinleri etiketlemek
icin kullanilabilirler. NHS esteri igeren biyonitilasyon reaktifleri kolaylikla sentezlenebilmektedir.
N-hidroksisiiksinimid halkasinin siilfonlanmasi sulu reaksiyonlarda organik c¢oziiciilere ihtiyag
duymadan ¢oziiniir hale getirilebilir. Bu formu sulfo-NHS olarak bilinir. Sulfo-NHS negatif yiik
tasir ve bu nedenle hiicre zarindan gegemez (Sekil.2.10). Bu 6zellik kullanilarak hiicre yiizeyindeki
proteinler etiketlenebilir. Genellikle biyotinilasyon reaktifleri yapist birbine benzer ve ii¢
bilesenden olusur: biyotin kismi, degisken biiyiikliikkte bir ara parca ve proteinler ile etkilesime
girecek bir kisim (Sulfo-NHS, NHS gibi). Biyotin konjugasyonundan sonra, ¢oziindiiriilmiis
protein Ornekleri, avidin etkilesimine tabi tutlur, baglanmayan proteinler yikama ile
uzaklastirilirildiktan sonra, biyotinlenmis proteinler eliie edilirler. Biyotin-avidin yiiksek afinite ile
birbirine baglandig1 i¢in proteinlere zarar vermeden eliie etmek 6nem tagir. Bu amagla baglayici
bolgede disiilfit kopriisii eklenmesi veya benzer alternatif yaklagimlarin kullanilmasiyla gelistirilen

biyotinilasyon reaktifleri (Sulfo-NHS-SS-Biotin) mevcuttur (Sekil.2.11) (Vuckovic ve ark., 2013).

Sulfa MHS-55 Biotin

# 55 = Cleavable disulfide

# Biotin = Strang binding to Avidin/NeutrAvidin
Biatin, also known as vitamin H or B7, is a vitamin
involved in various biological processes % Sulfo = Water-soluble, membrane-impermeable

# NHS = Amin-rocactive [Lys)

e i | e =
Ak *  Selective labeling = Sulfo-NHS-

S5-Biotin binds to cell-surface

Extracellular space amines
Extracellular spans - P o]

-
Biotin 03 . ioti
1 NHQ/\B“’“" Capture step - Biotinylated

NHS
Nro” Blotn S0

s D ERE G

i

NH

/.\/(-‘{7:” Bintin proteins isolated with
HH; S : Neutravidin beads

Cleavahle tag = Disulfide [-55-)
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analysis
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Sekil 2.10 Sulfo-NHS-SS-Biotin reaktifinin hiicre ylizey biyotinilasyonu (Qiu ve Wang ark.,’dan
(2007) modifiye edilmistir.).
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Membran proteinleri etiketlemesinde kullanilan bir biyotinilasyon reaktifi olan Sulfo-NHS-
SS-Biotin (sulfosuccinimidyl-2[biotinoamido]ethyl-1,3-dithipropionate) Sekil.2.11°da (PubChem,
2025b) gosterilmistir. Reaktifteki NHS esterleri lizin yan zinciri bol miktarda e-aminlere stabil
halde baglanir. Ancak NHS-esterleri her ne kadar N-terminal a-aminleri ile de tepkimeye girebilse
de proteinlerdeki ai-aminleri genellikle konjugasyon igin erisilebilir degildir. Sulfo-NHS-SS-Biotin
icindeki NHS esterleri deprotonize olmus aminler ile baglandigi icin pH notr ile hafif bazik
kosullarinda olmas1 beklenir (Thermo Fisher Scientific, 2025) (Thermo Fisher Scientific kit
n0:A44390).

Biotin

Sekil 2.11. Sulfo-NHS-SS-Biotin yapist (PubChem ID:71571496).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Laboratuvar Ekipmanlar:

Kullanilan laboratuvar ekipmanlar1 Tablo 3.1°de listelenmistir.

Tablo 3.1. Deneylerde kullanilan ekipmanlar

Ekipman/Firma/Model Bilgileri

Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LS/MS) (Waters Synapt G2-Si)

Hipoksi Chamber (STEMCELL)

Sogutmali santrifiij (Beckman(Allegra)),21R Centrifuge)

Vakum Santrifiij (Eppendorf AG Concentrator Plus)

-20 derin dondurucu (Bosh, GSD1140NE)

-80 derin dondurucu (Eppendorf (New Brunswick), U410 HEF)

+4 dolap (UGUR, Elektrolux ZANUSSIA)

Mikroskop (OLYMPUS, CKX53)

Elekronik pipetor (Blue-Ray Biontech BlueSwan)

Su banyosu (Thermomac, WB15)

CO; inkiibatorii (Thermo Electron Corporation, RS 485)

Hiicre kiiltiirii kabini (TEZ SAN Laboratuvar tezgah, )

Cell counter (NanoEntek EVE)

Cerrahi aspirator (Elmaslar (Life Time) SA0820020345)

NanoDrop 2000 (UV-Vis spektrofotometre) (Thermo Scientific)

Quantus Floumeter (Promega, TM396)

Termal cycler (Applied Biosystem, seri no:7500)

Termal cycler ((Applied Biosystem), 2720) TZ

Manyetik karistirict (OSCILLATOR, TYZD-IIIA)

Heat Blok (VWR)

Rotator (DLAB MX-RL-Pro)

Mini spin (Weightlab Insturments/WN-CMV600)

Mini santrifiij (Operation manual) (ALLSHENG, Mini-6KC)

Western Goriintiileme Sistemi (Bio-Rad Chemidoc™ XRS Imaging System

Western Blot Transfer Sistemi (Bio-Rad Mini PROTEAN® mini trans blot cell

Power Supply (Bio-Rad PowerPack™ Basic Power Supply)

Mikropipetler (Ependorf mikropipet 0.1-2.5 puL, 2-20 puL, 20-200 pL, 100-1000 pL)

pH metre (Mettler Toledo/Seven compact S210)

Ultra-pure su cihazi (Merck/Direct-Q 3 UV)

Buz makinesi (Automatic Ice Marker, IMS 50)

Vorteks (VELP scientifica, C17)
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3.1.2. Kimyasallar, ticari Kitler, primerler ve antikorlar

Kullanilan kimyasallar, kitler, antikorlar ve primerler Tablo 3.2’de listelenmistir.

Tablo 3.2. Kullanilan kimyasallar, kitler, antikorlar ve primerler

Kimyasal/Firma Bilgileri/Cat No

Western ECL substrat (Bio-Rad) (1705061)

Isopropanol(2-propanol) (TEKKIM) (TK090250.0250)

Acetonitril (Merck) (100029)

DAPI (4’, Diamidino-2-2Phenylindole) (Invitrogen) (P36962)

Nitroselluloz membran (Bio-Rad) (1620115)

Proteaz inhibitor kokteyl (Roche) (4693159001)

BCA Protein Assay Kit (Pierce, Thermo) (23225)

Cell Surface Protein Isolation Kit (Pierce, Thermo) (A44390)

EasyPep MS Sample Prep Kit (Pierce, Thermo) (A40006)

Ethanol (Merck) (1009832511)

Gliserol (Winsent Multicell) (800-040 LL)

Methanol (Merck)(1060072500)

Bovine Serum Albumin (BSA) Capricorn (BSA-PF-1U)

Phosphate Buffered Saline (1X) (Gibco) (10010023)

Agaroz (Invitrogen) (16500-500)

Tris Base (Biomatik) (A4021)

Glysin (Wisent Bioproducts)(800-045 LG)

Tween-20 (Biomatik) (A4031-500 ML)

SDS (Sodium dodesyl sulphate) (AB-Sciex)(391168)

DMSO (Genaxxon) (M6323)

Amonyum bikarbonat (Sigma)(09830-500)

Formik Asit (Merck) (1002641000)

Protein Marker (Page Ruler PreStained Protein Ladder, Thermo)(26619)

SYBR-Green master mix (abm)(G891)

cDNA kit (Thermo) (K1622)

PMSF (GENAXXON)(M3194.0005)

Bromophenol Blue (Biomatik) (A22223-5G)

Milk Powder (Neofroxx) (1172)

Matrigel (Corning)(356234)

B27 (Thermo) (17504044)

N2 (Thermo) (17502048)

DMEM (Gibco) (41966029)

DMEM/F12 (Gibco) (11320074)

FBS (Gibco) (10500064)

Penisilin/streptomisin (Gibco) (15140122)

Rock Inhibitér (Tocris) (Y0503-1MG)

EGF (Thermo)(AF-100-15-100UG)

bFGF (Thermo)(13256029)

TrypLE express (Gibco)(12604013)

Tripsin/EDTA (Gibco) (25200056)
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Tablo 3.2. Kullanilan kimyasallar, kitler, antikorlar ve primerler (devami)

Antibody/Cat. No/Firma Bilgileri

Vinculin antibody (13901S) Cell Signalling Technology
GLUT1 antibody (21829-1-AP) Proteintech

HIF1a antibody (3716) Cell Signalling Technology
HIF2o antibody (66731-1-Ig) Proteintech

GAPDH antibody (ab6759) Abcam

B-Aktin antibody (AF7018) Affinity Biosciences

Biotin antibody (7075) Cell Signalling Technology
ALDH]1a antibody (54135) Cell Signalling Technology
CD44 antibody (5640) Cell Signalling Technology
Anti-mouse IgG, HRP-linked Cell Signalling Technology
Anti-rabbit IgG, HRP-linked Cell Signalling Technology
Primerler

18S_Fwd 5'-CTTAGAGGGACAAGTGGCG-3'

18S_Rev 5-ACGCTGAGCCAGTCAGTGTA-3'

Glutl_Fwd 5-GGACAGGCTCAAAGAGGTTAT-3'

Glutl_Rev 5-AGGAGGTGGGTGGAGTTAAT-3'

GAPDH_Fwd 5'-ATGCCTCCTGCACCACCAACT-3'

GAPDH_Rev 5'-ATGGCATGGACTGTGGTCATGAGT-3'

NOTCH2NL_Fwd 5'-GGCAGACTGGTGACTTCACTT-3'

NOTCH2NL_Rev 5'-TCGTGTTCTTTTCCATTCCAG-3'

NOTCH2NLB_Fwd 5'-TCGAGATGGCTATGAACCCT-3'

NOTCH2NLB_Rev 5'-TGAGATGTCGAGTACTGGCA-3'

ENOI1_Fwd 5'-CCTTAGAACCCACAGCCCAT-3'

ENOI1_Rev 5'-CATGCTTGGGTTCCTGTCCT-3'

SOX2_Fwd 5'-GGAGAGTAAGAAACAGCATGGA-3'

SOX2_Rev 5'-GTGGATGGGATTGGTGTTCT-3'

ALDHI1A_Fwd 5'-GTCAAACCAGCAGAGCAAAC-3'

ALDHI1A_Rev 5-GGCCCATAACCAGGAACAATA-3'

Nanog_Fwd 5'-ATTCAGGACAGCCCTGATTCTTC-3'

Nanog_Rev 5-TTTTTGCGACACTCTTCTCTGC-3'

CD44_Fwd 5'-GCAGGTATGGGTTCATAGAAGG-3'

CD44_Rev 5'-GGTGTTGGATGTGAGGATGT-3'

HIF1a Fwd 5'-TATGAGCCAGAAGAACTTTTAGGC-3'

HIF1la_Rev 5'-CACCTCTTTTGGCAAGCATCCTG-3'

CXCL5_Fwd 5'-TGGCGAACACTTGCAGATTAC-3'

CXCLS5_Rev 5'-CTTAGAGGGACAAGTGGCG-3'

TSPAN17_Fwd 5'-CACCAGCATTTCCAGGAACC-3'

TSPAN17_Rev 5'-CGCCTCCAACTACCACAAAC-3'

TKT_Fwd 5'-CGCCAATACAAAGGGTATCTG-3'

TKT_Rev 5-TTTCTTTCTTCAGCAGTTCGG-3'

Sdc1(CD138) _Fwd 5'-AGGACGAAGGCAGCTACTCCT-3'

Sdc1(CD138) _Rev 5'-TTTGGTGGGCTTCTGGTAGG-3'

ATXN3_Fwd5'- TGACGGGTCCAGAATTAATATCAG-3'

ATXN3_Rev 5-TGCATCTGTTGGACCCTAATCA-3'

PKM_Fwd 5'-CCCACTCGGGCTGAAGGCAGTG-3'

PKM_Rev 5'-GCTGCCTCAGCCTCACGAGC-3'

FCER1G_Fwd 5'-CTCTGCTATATCCTGGATGC-3'

FCER1G_Rev 5'-CTAAAGCTACTGTGGTGGTT-3'

PTMS_Fwd 5'-CACTCTGCCATTGTTCCAACC-3'

PTMS_Rev 5'-CAGGGATCAGGCAGGATAGG-3'
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3.2. Metot
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

3.2.1.1. iki Boyutlu (2D) Hiicre Kiiltiirii Calismalar

A549 hiicreleri ve Calu-1 KHDAK hiicre hatlar1 kullanildi. Hiicreler %10 FBS ve %1
antibiyotik (penisilin/streptomisin) ile desteklenen DMEM igerisinde biiytitiiltip, %5 CO, ve %21
0, igeren 37 °C inkiibe edildi. Plate’yi kaplayan hiicreleri gerektiginde yikamak igin 1XPBS
(Ca've Mg " igermeyen), kaldirmak igin ise tripsin kullanildi.

3.2.1.2. U¢ Boyutlu (3D) Hiicre Kiiltiirii Calismalar: (Sferoid Kiiltiir)

3.2.1.2.1. Agaroz iskeleli 3D akciger kanseri sferoidlerinin (tiiméroid) olusturulmasi

Steroid olusumu 6ncesinde 96 kuyucuklu plate, hiicrelerin yiizey tutunmasini dnlemek
amaciyla %1 (w/v) agaroz ile kaplanmis ve oda sicakliginda jellesmesi beklendi. 2D’da kiiltiire
edilen hiicreleri thoma lam1 yontemi ve cell counter ile sayildi ve dnceden agaroz kapli 96 ve 12
kuyucuklu plate’in her bir kuyucuguna sirasi ile 1x10* ile 25x10° hiicre gelecek sekilde ekimi
yapildi. Hiicreler %10 FBS ve %1 antibiyotik (penisilin/streptomisin) ile desteklenen DMEM/F12
igerisinde biiyiitiiliip, %5 CO, ve %21 O, igeren 37 °C inkiibe edildi. Sferoidlerin ortami 2 giine bir
yenilendi. (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Agaroz iskeleli tiimoroid formosyon is semasi.
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3.2.1.2.2. Matrigel iskeleli 3D akciger kanseri sferoidlerinin (tiimoroid) olusturulmasi (Kim ve
ark.,’dan (2019) modifiye edimigstir.)

2D hiicreler serumsuz (FBS (Fetal Bovine Serum) olmayan) DMEM/F12 igerisine; 20 ng
mL~' bFGF, 50 ng mL™', hEGF, N2, B27, 10 uM ROCK inhibitér, %1 penisillin/streptomisin
(timoroid ortami) eklenerek hazirlandi. Akciger kanseri tiimoroidleri olusturmak igin her 50 pL
siispansiyona 100 pl. Matrigel ilave edildi. Elde edilen siispansiyonun 6nceden 10 dk boyunca
37°C’de 1sitilan 6, 12 ve 24 well doku kiiltiirii platelerinde katilasmasina izin verildi. Jellesmeden

sonra kuyucuklara 3 mL tiimoroid ortami eklendi ve ortam 4 giine bir degistirildi (Sekil 3.2.).

Tumoroid Medium Content

Materials Cat No/Company
[20 ng mL-' bFGF 13256029 / Termo Fisher |
50 ng mL~" human EGF |AF-100-15 / Peprotech |
%1 N2 (100x)-5mL [17502048/Termo Fisher |
%1 B27 (50x)-10mL [17504044/ Termo Fisher |

h ‘ [10 uM ROCK inhibitér (Y- | Y0503-1MG/Tocris ‘
27632)

‘ %1 penicillin/streptomycin Gibco

[DMEM-F12 |Gibco

Sekil 3.2. Matrijel iskeleli tiimoroid is semasi.

NOT: Bundan sonra 3D her iki iskele kullamlarak olusturulan akciger kanseri

sferoidlerinden ‘tiimoroid’olarak bahsedilecektir.

3.2.2. Hipoksik kosulun olusturulmasi
Hipoksik mikrocevre iki farkli yontem kullanilarak olusturuldu: Hipoksi inkiibatorii
(hipoksi chamber) ve CoCl,,

3.2.2.1. Hipoksi Inkiibatorii (Hipoksik chamber)

Olusturulan tiimoroid hipoksi chamber igerisinde almarak gelisim siiregleri takip edildi.
Normoksik kosullarda olusturulup, olusturulan her iki kosul i¢in ayr1 ayr karakterizasyon analizleri
yapildi. Bu amagla optimizasyon ¢alismalar1 KKH iliskili popiilasyonun artisin1 saglamak amaciyla
literatiirle baglantili olarak hipoksik chamber i¢in 72 saat olarak belirlendi. Tiimdroidler
gelistirildikten sonra 72 saat %94 azot %1 oksijen ve %S5 karbondioksit iceren bir hipoksik
chamberda 37°C’de inkiibe edildi.
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3.2.2.2. CoCl, yontemi

Arastirmada uygun dozu belirlemek amaciyla A549 tiiméroidleri model olarak kullanildi.
Farkli CoCl, dozlarinda (0, 100, 150, 200, 250 ve 300 uM) tiiméroidler inkiibe edildi ve 4 saat
sonra mRNA izolasyonu yapildi.Protein izolasyonu ise 0, 8, 24 ve 48. saatlerde yapildi.

Tiimoroidlerde kullanilacak en uygun doz bu deney sonuglarina bagli olarak belirlendi.

3.2.3. Koloni Olusum Testleri

3.2.3.1. Koloni Formasyon

Koloni formasyon analizi i¢in A549 hiicreleri 6 kuyucuklu plate igerisine her bir kuyuya
350 hiicre diisecek sekilde ekildi. Hiicreler yapistiktan sonra hiicreler hipoksiye alindi, (200 uM
CoCl, hipoksik kosul i¢in kullanildi.) siire sonunda (48h) hiicrelerin ortami degistirilerek yerine
CoCl, igermeyen normal biiylime ortami verildi. Koloni olusumu i¢in plate yaklagik 15-21 giin
boyunca %5 CO, igeren ve 37°C’ye ayarli inkiibatorde inkiibe edildi. Koloniler metilen mavisi
cozelsitisi (%50 metanol, 0,4 g metilen mavisi; %50 ddH,0) ile boyandi. Boya uzaklastirildiktan
sonra ve kuyucuklar dikkatli bir sekilde distile su ile koloniler goriiniir olana kadar yikamalar
yapildi. Son olarak koloniler fotograflanip ve ImageJ yaziliminda analiz edildi. Bar grafikleri ve

istatistiksel analiz i¢in GraphPad Prism kullanild.

3.2.3.2. Soft-Agar Koloni Formasyonu

A549 ve Calu-1'nin hipoksik ve normoksik kosullarda gelistirilen koloni olusturma
yeteneklerini kiyaslamak amaciyla soft agar koloni formasyon analizi yapildi Deney protokolii
Borowicz ve ark., (2014)’nin protokoliinden modifiye edildi. En alt tabakay1 olusturmak i¢in, 24
kuyucuklu plate %0.5 agar ile kapladi. Donmas1 i¢in yaklagik 30 dk beklendikten sonra, iist
tabakay1 olusturmak i¢in %0.35 agar ile siispanse edilen olan hiicrelerin (A549 i¢in 1000 hiicre;
Calu-1 i¢in 1500 hiicre) oldugu bir karisim hazirlandi. Agar-hiicre siispansiyonu ile olusturulan iist
tabakanin jellesmesi i¢in yaklasik 30 dk oda sicakliginda beklendikten sonra, plate kurumasini
engellemek amaciyla iist tabakanin iizerine hiicre ortami eklendi (Tiim katmanlar esit hacimdedir
ve ortam katmanlar ile ayni miktarda eklenmistir.). Akabinde hipoksi ve normoksik kosullar
olusturuldu (200 uM CoCl, hipoksik kosul i¢in kullanildi.). 48. saat sonra hipoksik ortam
cekilerek, yerine CoCl, igermeyen ortam verildi. Koloni olusumu igin plate yaklagik 15-21 giin
boyunca %5 CO, igeren ve 37°C’de inkiibatorde koloni olusumu takip edildi. Koloniler metilen
mavisi ¢ozelsitisi (%50 metanol, 0,4 g metilen mavisi; %50 ddH,O) ile boyandi. Boya
uzaklastirildiktan sonra ve kuyucuklar dikkatli bir sekilde distile su ile koloniler goriiniir olana
kadar yikamalara devam edildi. Son olarak koloniler fotograflanip ve Imagel] yaziliminda analiz

edildi. Bar grafikleri ve istatistiksel analiz i¢in GraphPad Prism kullanildi.
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3.2.4. immiinhistokimya Deneyleri (IHC)

Toplanan tiimoroidler %10 formalin ile fikse edilip, parafine gomiildii. Parafine gémiilii
dokulardan 4-5 mikronluk kesitler pozitif sarjli lamlara alindi. Alinan kesitler 60 derecelik etiivde 1
saat bekletildi. Ardindan 15 dk ksilol ile muamele edilip deparafinize edilmis, dehidrasyonlar1 igin
derecesi azalan alkol serilerinden gecirildi. Dokular HIF2a, ALDH1A, CD44 ve GLUT1 antikorlar
ile boyandi. Hazirlanan kesitler iki patalog tarafindan incelendi ve boyama siddetine gore “0, +1,

+2 ve 3” skorlama ile degerlendirildi (Yanar, 2024).

3.2.5. immiinoblotlama (iB)

3.2.5.1. Total Protein izolasyonu:

Kiiltiire edilmis tiimoroidler toplanarak ve RIPA soliisyonu eklendi. RIPA soliisyonuna
islemden Once proteaz ve fosfataz inhibitorler kokteyl ilave edildi. RIPA soliisyonu ile muamele
edilen tiimdroidlerin bulundugu tiipler 20 dakika buz {izerinde bekletilip 30 dakika +4 derecede
calkalandiktan sonra 20 dakika +4 derecede 13000 rpm’de santrifiij edilerek pelletten ayrildi ve
lizattaki total protein miktar1 BCA ile belirlendi.

3.2.5.2. BCA Yontemi ile Total Protein Tayini:

Total protein tayini icin BCA soliisyon kiti (Pierce, katalog no: 23225) kullanildi. BSA
(bovine serum albiimin) ile 2000 pg, 1000 pg, 500 pg, 250 ug, 125 pg, 62.5 pg, 31.25 ug ve 0 pg
standartlar hazirlandi. Ependorf igindeki proteinlerden 5’er pul alinarak 1:5 oraninda distile su ile
diliie edildikten sonra hem standartlar hem de proteinler, 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina
10’ar pL ve ikiserli olarak kuyucuklara aktarildi. Uzerlerine 200 pL BCA ¢alisma soliisyonu
eklenip kaplar plate galkalayicisinda ¢alkalandiktan sonra 30 dakika 37 derecede inkiibe edildi ve
plate okuyucuda 562 nM dalga boyunda okutuldu. Elde edilen ve total protein miktar1 belirlenen
ornekler jelde yiriitiilmek iizere Lamelli soliisyonu ile 95 °C’de 10 dakika kaynatilarak jele
yiiklemeye hazir hale getirildi.

In-vitro olusturulan hipoksik kosullarda biiyiitiilen tiimoroidler ile normoksik kosullarda
biiyiitiilen tiimoroidlerin, hipoksik yolak ve KKH iligkisini ortaya koymak, KKH gelisim
mekanizmalarini arastirmak vb. amaciyla B-aktin, Vinculin, HIF1-o, GLUTI1 ile kok hiicre
belirteclerinden CD44, ALDHIA proteinlerin ifadeleri Western-blot yontemiyle kullanilarak
gosterildi. Ayrica biyotinleme asamasinin optimizasyonu ig¢in ‘Biotin’ antikoru kullanildi. Bu
amagla; timoroiden total protein elde edildi ve protein miktar1t BCA yontemi ile belirlendikten
sonra incelenecek proteinler %10’lik SDS (sodyumdodesilsiilfat) jelde yiiriitiildii. Jeldeki proteinler
nitroselliiloz membrana elektroforetik yontemle transfer edildi (16 V, degisken amper, 16 saat,
soguk oda). Transfer sonras1 membran Ponceau S ile boyanip transferin olup olmadigi kontrol

edildi. Transfer sonrasinda boya membrandan TBST ile yikanarak uzaklastirildi. Ardindan
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membran, kullanilacak antikorun &zelligine gére TBST (Tris-buffered saline- Tween-20) icinde
hazirlanmis %5 yagsiz siit tozu veya %0.5 BSA (bovine serum albiimin) ile 1 saat bloklandi.
Sonrasinda primer (overnight, donen bir platformda, soguk oda) ve sekonder antikorlar (1-2 saat)

ile inkiibe edilerek elde edilen bantlar goriintiilendi.

3.2.5.3. Hiicre Membran Proteinleri izolasyonu

Sulfo-NHS-SS-Biotin reaktifi yalnizca membran proteinlerine baglanan bir biotindir.
izolasyon Thermo Scientific Pierce™ Hiicre Yiizeyi Protein Biyotinilasyon ve izolasyon Kiti
(A44390) ile gerceklestirildi. Ancak hiicre icine biotin reaktifinin sizmasinin 6niine gecebilmek
amaciyla hiicreler, kit protokoliinden farkli olarak Sulfo-NHS-SS-Biotin reaktifi ile soguk odada
buz {iizerinde yaklagik 1 saat arasinda inkiibe edildi. Biyotinlenmis proteinler soguk odada
neutravidin boncuklar1 ile inkiibe edildikten sonra kitte tarif edilen protokol adimlariyla devam
edildi. Protein konsantrasyonlar1 BCA yontemi ile hesaplandi. izolasyon kiti tarafindan onerilen
EasyPep™ Mini MS Ornek Hazirlama Kiti (Uriin No. A40006) protokoliine gore proteinler kiitle
spektrometrisi i¢in hazirlandi.

LC-MS/MS analizi i¢in solvent soliisyonu (%95 ddH,0; %1 FA; %5 ACN) hazirland1 ve
her numuneye bu ¢ozeltiden 50-30 uL'si eklendi.Ardindan 5 dakika santrifiij edildikten sonra

siipernatant, mass viallerine aktarilmis ve analiz i¢in cihaza verildi.

3.2.6. LC-MS/MS ve Veri Analizi

izolasyonu yapilan hiicre membran proteinleri EasyPep'™ MS Sample Kit (Kat
no:A40006) protokoliine gore kiitle spektrometre analizi i¢in hazirlandi. Ayrica 3D-A549
tiimoroidlerinden elde edilen toplam proteinler (72. saat normoksik ve 72. saat hipoksik kosulda;
biyotinlenmemis) SDS-PAGE jele yiiklenip, ardindan protein bantlart kesilerek enzimatik

sindirime (peptitlere ayirma) tabi tutularak ve kiitle spektrometresi i¢in hazirlandi.

3.2.6.1. Jelden Kesilen Bantlarimin Enzimatik Sindirimi

3D-A549 timoroidlerinden elde edilen biyotinlenmemis toplam proteinler (72. saat
normoksik ve 72. saat hipoksik kosulda) %10’luk SDS-PAGE jeline yiiklenerek ayrildi. Ardindan
protein bantlar1 kesilerek kiiclik parcalara bolinmiis ve 1,5 mL eppendorflara yerlestirildi. 1:1
oraninda 100 mM AMBIC (Amonyum bikarbonat pH: 8,0): ACN (Asetonitril) ile ii¢ kez 3’er
dakika jeller yikandi. Sonrasinda, jeller her biri 3’er dakika olmak iizere ii¢ kez yalnizca ACN ile
yikandi. Yikama sonrasinda, 20 mM DTT (DTT AMBIC'te hazirlanir) ile oda sicakliginda 45
dakika inkiibe edildi. Siirenin sonunda, 50 mM IAA (IAA AMBIC'te hazirlanir) ile oda
sicakliginda ve karanlikta 45 dakika inkiibasyon gergeklestirildi. 50:50 AMBIC + ACN (3 dakika)
ile bir kez ve ACN (3 dakika) ile iki kez yikandiktan sonra, yaklasik 10 dakika vakumlu santrifiij
ile kurutma yapildi. Ornekler oda sicakliginda 2 dakika bekletildikten sonra, 1 pg tripsin eklendi ve
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aiizerini ortecek kadar AMBIC eklendi. Ornekler 37°C'de bir gece inkiibe edildi ve siire sonunda
tripsin sindirimi reaksiyonunu durdurmak i¢in %0,1 pL Formik Asit (FA) eklendi. Siipernatant
toplandiktan sonra jeller ACN: AMBIC ile yikandi, en son yalnizca ACN ile yikamas1 yapildi.
Toplanan siipernatantlar yani 6rnekler vakumlu santrifiijde kurutuldu. Peptit haritalama analizi igin
resiispansiyon soliisyonu (%95 ddH20; %0,1 FA; %5 ACN) hazirlandi ve her o6rnege bu
soliisyondan 50-30 pL eklendi. 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant, mass viallerine

aktarild1 ve analiz i¢in cihaza verildi.

3.2.6.2. Kiitle Spektrometrisi Analizi (LC-MS/MS)

Enzimatik kesim sonucu olusan peptitler, Waters Synapt G2-Si HDMS (Waters) ile
Acquity UPLC kullanilarak kiitle spektrometrisi ile analiz edildi. Kromatografik yontemde ii¢
mobil faz kullanildi: su (A), asetonitril (ACN, B) ve %1 (v/v) formik asitli su (C). Numuneler BEH
C18 ters faz analitik kolona enjekte edildi ve ayrim, 10 dakika boyunca faz B’nin %1’den %40’a
artisiyla saglandi. Ardindan 1 dakika icinde faz B, 9%80’e c¢ikarildi ve 3.5 dakika boyunca %80
B’de izokratik kosullarda tutuldu. Kolon sicakligi 65 °C'de calisildi. Tiim numuneler pozitif
elektrosprey iyonizasyon ve ¢Ozinlrlik modunda analiz edildi. Kiitle spektrometresinin
kalibrasyonu i¢in Glu-fibrinojen peptidi kullanilarak 50 ila 2000 m/z arasinda kalibre edildi. Ayrica
30" frekansinda referans piiskiirtmede dahili standart olarak kullanildi. Diisiik enerji modunda,
carpisma enerjisi 4 V olarak ayarlandi, ayrica yiiksek ¢arpisma enerjisi 25 V - 40 V arasinda
arttirildi. Kaynak sicakligi 120 °C'ye, kapiler voltaj ise 3 kV olarak ayarlandi.

3.2.6.3. Ham Verilerin Analizi

Kiitle spektrometrisi analiz ham veri dosyalart PLGS (ProteinLynx Global Server) yazilimi
kullanilarak islendi ve arama veritabani olarak UNIPROT Homo sapiens taksonomisi segildi.
Karbamidometil (C) sabit modifikasyon olarak tanimlanirken Oksidasyon (M), Asetilasyon (N-
term), Deamidasyon (N, Q) ve Fosforilasyon (S, T, Y) degisken modifikasyonlar olarak dahil
edildi. Kesim enzimi olarak tripsin ve lys-C ile kullanildi. FDR (False discovery rate/Yanlis kesif
orani) <5 % ve kagirilmis kesim (missed cleavage) < 2 olarak ayarlandi. Proteinler, proteine 6zgiin
peptitlere dayal etiketsiz goreceli (relative) kantifikasyon kullanilarak tayin edildi. PLGS skorlar1
200'den biiyiik ve %25'ten biiyiik dizi kapsami (coverage), tanimlanan proteinlerde, protein

kimligine daha fazla giiven oldugunu gostermektedir.

3.2.6.4. Protein simiflandirmasi ve organizasyonu
Proteinler, Gen Ontolojisi (GO) zenginlestirme ve DAVID fonksiyonel agiklama araci
kullanilarak degerlendirildi.. Elde edilen sonuglar proteinlerin lokalizasyonlari, hiicresel bilesenleri

(Cellular Component=CC), biyolojik siire¢ (Biological Process=BP), molekiiler islevleri
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(Molecular Function=MF) ve ilgili metabolik/yolak aglar1 (KEGG Pathway) temelinde

siniflandirildi. Grafikler i¢in SRplot online yazilimi kullanilmistir.

3.2.7. Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi (qPCR)

Tanimlanan proteinlerin gen diizeyinde kontroliinii saglamak amaciyla qPCR yapildi.
Primerler tasarimi Primer.3 programi kullanilarak yapildi. Tiimoroidlerden elde edilen tek zincirli
RNA'larin ger¢cek zamanli PCR isleminde kullanilabilmesi igin 6ncelikle RNA &rneklerinin
konsantrasyonlari Promega QuanFluor ® RNA Sample Kit (E3311) ve Quantus Floumeter
(Promega, TM396) cihaz1 kullanilarak 6lciildii. RNA konsantrasyonlarina goére RevertAid First
Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo, K1622) protokoliiniin adimlar1 izlenerek cDNA sentezlendi.
Kantitatif PCR i¢in, SYBR-Green karigimi kullanildi. Reaksiyonlar 96 kuyucuklu bir plakada
(Roche LightCycler480) en az ikili tekrar ile kuruldu. PCR sonucunda her kuyucuk i¢in elde edilen
Ct (cycle treshold) degeri ile kosullar arasindaki fark, 18S ve GAPDH i¢ kontrolleriyle normalize

edildikten sonra 2 ~“A“D formiilii kullanilarak hesapland.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Saghkh Brons Epitel Hiicre Hatti ile (Beas2B) 3D On Kiiltiir Denemesi

Aragtirmanin baslangic asamasinda saglikli brons epitel hiicre hatt1 olan Beas2B hiicreleri
ile agaroz kaph platelerde 3D kiiltiir formasyonu agisindan test edilmistir. Agaroz kapli 96
kuyucuklu platelere ekilen Beas2B (1x10* hiicre/kuyu) hiicreleri besinci giinde inverted
mikroskopta goriintiilenmis (Sekil 4.1 a), ve DAPI ile niikleer boyamas1 yapilmistir (Sekil 4.1 a).
3D-Beas2B’nin besinci giinde ortalama ¢aplar1 236,175 um olarak kaydedildi. Ayrica kesit alinarak
hematoksilen-eozin (HXE) boyamasida yapildi (Sekil 4.1 a). 3D-Beas2B sferoidlerinin histolojik

yapisinin yogun ve kompakt oldugu goriinmektedir.

Sekil 4.1 Saglikl1 brons epitel hiicre hatt1 ile (Beas2B) ile 6n kiiltiir denemesi.

4.1.2. Akciger Kanseri Hiicre Hatlar1 A549 ve Calu-1 Hiicrelerinden Tiiméroidlerinin

Olusturulmasi
4.1.2.1. Agaroz iskele

Agaroz kapl platelerde biiyiitiilen iki boyutlu (2D) ticari hiicre hatlar1 olan A549 ve Calu-1
hiicreleri inverted mikroskopla takip edildi ve goriintiileri kaydedildi (Sekil 4.2).
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3D-A549

2D-A549

0.glin 1.glin 5.gln 10.glin 12.glin

3D Calu-1
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Sekil 4.2. A549 ve Calu-1 hiicrelerinin agaroz iskele lizerinde tiimdroid formasyonu.

3D kiiltiir doniistimiinde kullanilan iskele tiimoroid formasyonunda etkilidir. Sekil.4.3’de
agaroz iskele kullanilarak A549 hiicrelerinin 3D formasyonu uyarimistir ((1x104 hiicre/kuyu)
(10X).).

1.gin 4.giin 6.gln 11.glin 13.glin

Sekil 4.3. A549 hiicrelerinin agaroz iskele lizerinde tiimoéroid formasyonu.

Sferoidler, serbest yiizen agregatlar olarak kiiltiirlenen; tiimor dokulari, embriyonik
cisimler, hepatositler, ndronal dokular ve meme benzeri gibi ¢ok ¢esitli hiicrelerin basit kiimeleri
olarak tanimlanan 3D hiicre kiiltiirii sistemleridir (Lee ve ark., 2023). Hiicre tipi, kiiltiir teknigi,
ortam bilesimi ve hacmi, hiicre konsantrasyonu/sayist vb etkenler bu 3D formasyonuna etki
etmektedir. Sferoidlerin morfolojisi kompakt yapilarin agdre iice ayrilir: a) kompakt kiirecikler
(compact spheroids); hiicreler burada birbirlerine ¢ok sik1 baglidir ve hiicreleri tek tek ayirt etmek
zordur; b) siki kiimeler (tight aggregates) ve c) gevsek kiimeler (loose aggregates); bunlar ise tam
bir kiirecik olusturmazlar, hiicrelere tek tek sayilabilir ve kolayca dagilabilirler (Han, ve ark.,
2021). Sferoid kiiltiirde hiicrelerin ilk kiimelenmesi integrin aracili baglanma ile baslatilirken,
kompaktalsma ile birlikte E-kaderin seviyesinin arttigi goriilmiistiir. Kompakt sferoid olusturan
hiicrelerde E-kadherin seviyesinin yiiksek ekspresyonu goze carparken, siki kiimelesme (tight
aggregates) Ozelligi gosteren sferoidlerde ise N-kadherinin hizlandirilmis ekspresyonu

gosterilmistir (Han, ve ark., 2021). Sekil.4.3’te A549 hiicrelerinin 1. giin tiimdroid olusumlari
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onlarin daha diisiikk baglantili bir formasyon (siki kiimeler/tight agdregates) yoneliminde oldugu
gorterse de, kiiltlir ilerledik¢e kompaktlagsmanin arttigi goriilmiistiir. Calu-1 hiicrelerinin 3D
formasyonunda birinci kiiltiir glinlinde A549 hiicrelerine kiyasla daha kompakt bir 3D olusumu
gosterdigi gozlenmistir (Sekil.4.2).

Agaroz iskeleli tiimoroid olusturmak tizere 96 ve 12 kuyucuklu plateler kullanilmustir.
Tiimoroidler %10 formalin ile fikse edilmis ve paraffine gomiilerek kesitleri alinmistir. Alinan

kesitlerin HXE boyamalar1 yapilmistir (Sekil 4.4)

3 il
3D-A549 (HxE)

Sekil 4.4. 3D-A549 ve 3D Calu-1 tiimédroidlerinin hematoksilen-eozin (HXE) boyamalari.

Sekil 4.4’de 3D-A549 ve 3D Calu-1 tiimoroidlerinin histolojik kesitlerine ait HxXE
boyamalar1 verilmistir. Bu ¢alismada, benzer kosullarda parafine gomiilerek kesitleri alinan A549
ve Calu-1 hiicre hatlarina ait doku 6rnekleri HXE ile boyanarak histolojik olarak karsilastirilmistir.
Her iki hiicre hatti da oldukga kiiclik doku kitlesi olusturmasina ragmen, A549 hiicrelerine ait
kesitlerde dokunun mikroskopik diizeyde daha daginik bir goriiniim sergiledigi, hiicre sinirlarinin
daha belirsiz oldugu ve doku biitiinliigiiniin kismen zayif oldugu dikkat ¢ekmistir. Buna karsilik
Calu-1 hiicrelerinden elde edilen kesitlerde, daha kompakt, diizenli ve solid yapilarin izlendigi;
hiicre sinirlarinin daha belirgin oldugu gézlemlenmistir.

Sekil 4.5’te 5. giiniin sonunda 3D-A549’un ortalama ¢ap1 217,255 um (Slglim ¢ubugunun
ortalamasi) olarak bulunmustur. DAPI boyamasi sonrasi ¢ekirdek 1simasi (mavi) gézlenmistir. (96

kuyucuklu plate kullanilmistir (1x10* hiicre/kuyu).

Sekil 4.5. 3D-A549 tiimdroidlerinin inverted mikroskop goriintiisii ve DAPI boyamasi.

49



4.1.2.2. Matrigel

Matrigel; laminin, kollajen IV, heparin siilfat proteoglikanlari, entaktin/ nidojen ve bir dizi
biiyiime faktorii iceren ECM benzeri mollekiiler igeren bir hidrojel olup, Engelbreth-Holm-Swarm
(EHS) fare sarkomundan elde edilen bazal membran preparatidir. Bu arastirrmada kullanilan bagka
bir iskelede (skafold) matrigeldir. FBS’siz (Fetal Bovine Serumu) igermeyen biiyiime ortaminda
gelistirilen 3D akciger tiimdroidlerinin hiicre farklilaglmasinin saglanmasi amaciyla DMEM/F12
icerisine destekleyici faktorler eklenmistir. 2D hiicrelerin ECM benzeri ortamda ve hiicre
farklilagmasini destekleyici biiylime ortami igerisinde 3D akciger tiimoroidleri olusturulmus ve
inverted mikroskopi ile inverted mikroskopi ile gelisimi gdzlenmistir.

Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de matrigel iskeleli 3D-A549 tiimdroidlerin formasyonu
gosterilmistir. Burada A549 akciger tiimdroidlerinin gelisimi zamana bagli olarak takip edilmistir.
Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de gortildigii tizere kiiltiiriin ilk glinlerinde kiirecik olusumu diizensizken, 7.

giin itibariyle olusan kiireciklerde hiicreleri secemeyecek kadar kompakt bir yapiya doniismiistiir.

10X

1.gin

13.giin 14.gin 18.giin
Sekil 4.6. Matrigel destekli 3D-A549 tiimoroidlerinin formasyonu-1.

oo s a J = . 4 _ - -
2.giin (10X) 7.gUn (10X) 10.giin (10X) 15.giin (10X)

Sekil 4.7. Matrigel destekli 3D-A549 tiimoroidlerinin formasyonu-2.
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Matrigel igerisine gomiilen Calu-1 hiicrelerinin 1 ve 8. giinlere ait morfolojik
degisimlerinin mikroskop goriintiileri Sekil 4.8’de verilmistir. Burada Calu-1 hiicrelerinin tiimoroid
olusturmak tizere, kiirecik olusumunun varlig1 goriilse de es zamanl olarak 2D kiiltiir morfolojisi
egilimi de gosterdikleri goriilmektedir. Sonug olarak matrigel destekli iskelede Calu-1 tiimoroid
formasyonu bagarili olamamistir. Bu nedenle deneylere Calu-1 hiicre hattinin sadece agaroz

destekli tiimoroidleri ile devam edilmistir.

2D Calu-1

Matrigel iskele 1.giin Matrigel iskele 8.giin Matrigel iskele 8.glin

Sekil 4.8. Matrigel destekli Calu-1 hiicrelerinin formasyonu.

4.1.3. Hipoksik Mikrog¢evrenin Olusturulmasi
3D tiimoroidlerde hipoksik mikrogevre; hipoksik chamber ve CoCl, kullanilarak iki farkli
yontemle olusturulmustur. Bu amagla yapilan hipoksik optimizasyon deneylerinde model olarak

3D-A549 kullanilmustir,

4.1.3.1. Hipoksik Chamber Optimizasyonu

4.1.3.1.1. Hipoksik Chamber Modeline Bagh Hipokside 2D-A549 ve 3D-A549°de GLUT1
mRNA Diizeyine Etkisi

Tiumoroidler gelistirildikten sonra 24, 48 ve 72 saat %94 azot, %1 oksijen ve %5
karbondioksit i¢eren hipoksik chamberda 37°C’de inkiibe edilmistir. Ik olarak GLUT]1 ifadesi 2D-
A549 ve 3D-A549°’da mRNA diizeyinde degerlendirilmistir (Sekil 4.9). Sekil 4.9’da hipoksik
chamber kullanilarak 2D-A549 ve 3D-A549’m hipoksik belirte¢ olan GLUT]1 ifadesindeki kat
degisimi verilmigtir. Hem 2D-A549 hiicrelerinde hem de 3D-A549 tiiméroidlerinde GLUT1
ifadesindeki kat degisiminin 72h hipoksik kosulda istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1
gozlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Hipoksik chamber kosullarinda 2D-A549 ve 3D-A549’de GLUT1 ifadesinin mRNA
ifadesi

2D-A549 hiicrelerinde Sekil 4.9 (a)’da GLUT1 ifadesindeki mRNA kat degisimi 24, 48 ve 72h
normoksi ve hipoksi kosullarinda degerlendirilmistir. Soldaki grafik 24. saatteki normoksik kosula
gore normalize edilmistir. Sagdaki grafikte ise her bir zaman, kendi konrol zamanina gore
normalize edilmistir. 3D-A549 hiicrelerinde Sekil 4.9 (b)’de GLUT1 ifadesindeki mRNA
diizeyinde kat degisimi 24, 48 ve 72h normoksi ve hipoksi kosullarinda degerlendirilmistir. Soldaki
grafik 24. saatteki normoksik kosula gore normalize edilmistir. Sagdaki grafikte ise her bir zaman,
kendi konrol zamanmna gére normalize edilmistir. Internal kontrol olarak 18S kullanilmustir.
Istatistiksel analiz olarak one-way ANOVA uygulanmistir; anlamlilik diizeyleri grafik {izerlerinde

gosterilmistir.

4.1.3.1.2. Hipoksik Chamber Modelinde 3D-A549 ve 3D Calu-1 Tiiméroidlerinde Hipoksik
Yamtin incelenmesi

Hipoksik chamber ile olusturulan 72 saatlik mikrogevrede 3D-A549 ve 3D Calu-1
tiimoroidlerinde hipoksik belirtgelerin (GLUT1, HIF1a, VEGFA) mRNA diizeyindeki kat degisimi
arastirilmistir (Sekil 4.10). Hem 3D-A549 hem de 3D Calu-1 tiimdroidlerinde HIF1a, VEGFA
ifadesindeki kat degisiminin 72h hipkoksik kosulda istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig
gozlenmistir (Sekil 4.10). GLUT1 ifadesinde ise 3D-A549 ise istatistiksel olarak anlamli bir artis
gbzlenmesine ragmen, 3D Calu-1 tiimoroidlerindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir
(P=ns (0.2396)). qPCR sonuglarina gore her iki tiimoroid modelinde hipoksik kosul basari ile
olusturulmustur. Internal kontrol olarak 18S kullamlmustir. Istatistiksel analiz olarak one-way

ANOVA uygulanmustir; anlamlilik diizeyleri grafik tizerinde gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Hipoksik chamber kosullarinda 3D-A549 ve 3D Calu-1 tiimoroidlerinde GLUT],
HIF1la, VEGFA mRNA diizeyindeki degisimi.

72 saat hipoksik chamberda inkiibe edilen 3D-A549 ve 3D Calu-1 tiiméroidlerinde GLUT1
proteininin ifade diizeyi immiinblotlama (IB) yontemiyle arastirilmustir (Sekil 4.11.). Sekil.24’te
3D-A549 tiimoroidlerinde iki farkli biyolojik replikanin protein diizeyinde GLUT1 ifadesine yer
verilmistir. Bu sonuglar 3D-A549 tiiméroidleri icin 72h hipoksik kosulunda normoksiye kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenmistir. 3D Calu-1 tiimoroidlerinde ise 72h hipoksik
kosulda da normoksik kosula gore artis gdzlenmistir (Sekil 4.11.)Internal kontrol olarak B-Actin
kullanilmistir. 3D-A549 tomoroidlerinde iki farkli biyolojik replikaya ait immiinblotlama sonuglari
verilmis ve istatistiksel analiz olarak one-way ANOVA uygulanmistir; anlamlilik diizeyleri grafik
iizerinde gosterilmistir. ImageJ yazilimi kullanmilarak bant yogunluklar analiz edilmistir (hipoksik

kosul (hypoxia “+”); normoksik kosul (hypoxia “-”) seklinde gdsterlmistir.).

Y NS
. S &
B-Actin & o
& o

1%t biological replica 2" biological replica

B-Adin E

Sekil 4.11. Hipoksik chamber kosulunda 3D-A549 ve 3D Calu-1 tiiméroidlerinde GLUT1 protein
diizeyi.
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72h hipoksik chamberda inkiibe edilen 3D Calu-1 tiiméroidleri, normoksik kosulu ile
birlikte GLUT1 ifadesininin protein diizeyindeki degisimi IHC yontemiyle arastirilmistir (Sekil
4.12.). Pozitif kontrol olarak insan akciger adenokarsinoma dokusu kullanilmistir. Ek olarak 3D
Calu-1 tiimoroidlerinin normoksi (hypoxia “-”) ve hipoksi (hypoxia “+”) kosullarinda HXE
boyamalar1 yapilmis ve Sekil 4.12.’te verilmistir. Calu-1 hiicre hattindan elde edilen hipoksik ve
normoksik doku orneklerinin GLUT1 IHC boyamalari karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.
Hipoksik kosullarda elde edilen dokularda GLUT1 ekspresyonunun genellikle 2(++) ve 3(+++)
diizeyinde oldugu ve boyanmanin daha yaygin ve yer yer daha koyu oldugu izlenmistir. Buna
karsin normoksik kosullarda elde edilen dokularda daha heterojen bir dagilim saptanmig olup, hem
1(+), hem 2(++), hem de 3(+++) pozitif alanlar belirlenmistir. Her iki kosul arasinda GLUT1
ekspresyonu agisindan belirgin diizeyde dramatik bir fark saptanmamis olmakla birlikte, dagilim
paternleri farklilik gostermektedir. Ozellikle normoksik dokunun periferik bélgelerinde zayif
pozitif 1(+) ya da tamamen negatif boyanan alanlar gozlenirken, santral bolgelerde GLUT1
ekspresyonu 2(++) ve 3(+++) diizeyinde daha yogun olarak saptanmistir. Bu durum, normoksik
kosullarda dahi doku kitlesinin santral bélgelerinin yeterli oksijen diflizyonu saglayamamasi
sonucu nispi bir hipoksiye maruz kaldigimi gostermektedir. Bu tiir santral hipoksik bdolgeler,
ozellikle hizl1 biiyliyen ya da kompakt yapidaki solid tiimorlerde sikca izlenen bir fenomendir ve bu
bolgelerde GLUT1 gibi hipoksi-indiiklenebilir proteinlerin ekspresyonunun artmasi beklenebilir.

Hipoksik doku orneklerinde GLUTI1 ekspresyonunun daha koyu ve yaygin olmasi,
hipoksik sinyal yolaklarmin aktivasyonunun bu hiicre hattinda etkili oldugunu gostermektedir.
Ancak, normoksik kosullarda da santral bolgelerde belirgin GLUT1 ekspresyonu saptanmasi, doku
icerisindeki mikrosantral hipoksinin Onemini vurgulamakta ve tiimor i¢i heterojenligin
degerlendirilmesinde sadece ¢evresel oksijen diizeylerinin degil, ayni zamanda doku mimarisi ve

hiicre yogunlugunun da dikkate alinmas1 gerektigini ortaya koymaktadir.

Hypoxia

GLUT1
(3D Calu-1)

Human lung adenocarsinoma

HXE
(3D Calu-1)

Sekil 4.12. Hipoksik chamber kosulunda 3D Calu-1‘de GLUT1 protein diizeyi ve hematoksilen-
eozin boyamalari.
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72h hipoksik chamberda inkiibe edilen 3D-A549 tiimoroidleri, 72h normoksik kosulu ile
birlikte GLUT1 ifadesininin protein diizeyindeki degisimi IHC yontemiyle arastirilmistir (Sekil
4.13). Pozitif kontrol olarak insan akciger adenokarsinoma dokusu kullanilmigtir. Ek olarak 3D-
A549 tiiméroidlerinin normoksi (hypoxia “-”) ve hipoksi kosulunda (hypoxia “+”) HXE
boyamalar1 yapilmig ve Sekil 4.13°da verilmistir.

A549 hiicre hattina ait doku kesitlerinde yapilan GLUT1 IHC boyamalarda, hipoksik
kosullarda daha homojen ve yaygin pozitiflik izlendigi saptanmistir. Buna karsin normoksik
kosullarda elde edilen dokularda GLUT1 ekspresyonu daha heterojen bir dagilim gostermis,
pozitiflik diizeyleri arasinda alansal farkliliklar izlenmistir. Ancak normoksik dokunun genel olarak
daha diizensiz ve dagmik histolojik yapisi, boyanmanin degerlendirilmesini zorlastirmakta ve
gozlenen paternin biyolojik anlamliligini sorgulanabilir kilmaktadir. Bu nedenle normoksik A549
dokusunda saptanan GLUT1 dagiliminin, hipoksiye bagli gercek bir artistan ziyade doku yapisina
bagli teknik bir yansima olabilecegi goz oniinde bulundurulmalidir (Sekil 4.13).

- +
HXE
(3D-A549)

Sekil 4.13. Hipoksik chamber kosulunda 3D-A549°de GLUT1 protein ifadesi ve hematoksilen-
eozin boyamalari

Hypoxia

GLUT1
(3D-A549)

Human lung adenocarsinoma

Hipoksik chamberda 72h boyunca inkiibe edilen 3D-A549 ve 3D Calu-1 tiiméroidleri,
normoksik kosullari ile birlikte HIF2a ifadesininin protein diizeyindeki degisimi IHC yontemiyle
arastirilmistir (Sekil 4.14 (b)). Pozitif kontrol olarak insan kolon adenokarisnoma dokusu
kullanilmistir. Ayrica HXE boyamalar1 Sekil 4.14 (a)’da verilmistir. IHC analizine bakildiginda
kesit alinirken dokusal biitlinliiglin nispeten her iki tiimoroid modelinde de yiiksek oranda
korundugu gériinmektedir. Ozellikle 3D Calu-1’de 3D-A549’lara goére daha kompat bir
organizasyon yer yer goriinmektedir. HIF2a nin literatiirde kok hiicre KKH'lerinde stemness gen
aktivasyonundan ve Ozelliklerinden sorumlu oldugu bildirilmistir. Ek olarak {i¢ boyutlu sferoid
formasyonunun kok hiicre benzeri gelisimi indiikledigi literatlirde bilinmektedir. A549 hiicre
hattinda yapilan HIF2a IHC boyamalarinda, hipoksik ve normoksik kosullar arasinda belirgin bir

fark gozlenmemistir. Her iki kosulda da benzer diizeyde 2(++) ve 3(+++) pozitiflik izlenmis olup,
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boyanma sitoplazmik ve membrandz lokalizasyonda yogunlagsmistir. Bu benzer dagilim paterni,
A549 hiicrelerinde HIF2a ekspresyonunun yalnizca hipoksik yanitla sinirl kalmadigini, normoksik
kosullarda da bazal diizeyde yiiksek olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica, HIF2a'nin hiicredeki
lokalizasyonunun niikleer yerine sitoplazmik ve membrandz alanlarda yogunlagmasi, bu proteinin
oksijen bagimsiz regiilasyon mekanizmalar1 ya da hiicreye 6zgii farkli fonksiyonlanyla iligkili
olabilecegini giindeme getirmektedir (Sekil 4.14 (b)). Calu-1 hiicre hattinda gergeklestirilen HIF2a
IHC boyamalarinda, genel olarak sitoplazmik ve membrandz lokalizasyonda 1(+) ve 2(++)
diizeyinde pozitiflik gozlenmistir. Hipoksik kosullarda normoksik dokulara kiyasla yer yer daha
koyu boyanma alanlar1 izlenmis olmakla birlikte, bu fark sinirli diizeyde olup belirgin bir artig
gostermemistir. Ayrica, hipoksik dokularda gozlenen bu koyuluk artisi, doku igerisinde sinirh
alanlarda ortaya ¢ikmakta ve eslik eden morfolojik diizensizliklerle birlikte degerlendirildiginde, bu
durumun teknik kaynakli boyanma artefaktindan ileri gelme olasilig1 da géz ardi edilememelidir.
Dolayisiyla, Calu-1 hiicre hattinda hipoksiye 6zgii anlamli bir HIF2a artisindan bahsetmek giigtiir
ve bu bulgular daha ileri tekniklerle dogrulanmaya ihtiya¢ duymaktadir (Sekil 4.14 (b)).

a) b)

Hypoxia

Hypoxia

HIF2a
(3D-A549)
3D-A549

HIF2a
3D Calu-1
3D Calu-1 £

Sekil 4.14. Hipoksik chamber kosullarinda 3D-A549 ve 3D Calu-1 tiimoroidlerinde HIF2a protein
ifadesi (b) ve hematoksilen-eozin boyamalari (a).

4.1.3.2. CoCl, ile Hipoksik Kosul Optimizasyonu

Kobalt, PHD (prolin hidroksilazlar) enzimleri iizerindeki demir baglanma bolgelerine etki
ederek HIFla nin stabilazyonunu ve hipoksik bir ortamin olusumunu saglar (Mattia et al.2022).
Tiimoroidlere hipoksik kosul igin uygun dozu CoCl, belirlemek amaciyla A549 tiimoroidleri model
olarak kullanilmustir. Farklt CoCl, dozlarinda (0, 100, 150, 200, 250 ve 300 pM) tiimoroidler
inkiibe edilmis, 4 saat sonra mRNA izolasyonu yapilmistir (Sekil 4.15 (a,b)). Protein izolasyonu ise

0, 8, 24 ve 48. saatlerde yapilmistir (Sekil 4.16).
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CoCl, yontemi ile hipoksik kosul olusturabilmek amaciyla uygun CoCl, dozunu ve uygulama
zamanini belirlemek amaciyla; 0, 100, 150, 200, 250 ve 300 CoCl, kosullarinda tiimoroidler inkiibe
edilmistir. CoCl, dozunu belirlemek amaciyla, 4 saat inkiibasyon siiresinin ardindan mRNA
izolasyonu yapilmistir. Hipoksik belirtecler olan GLUT1 ve HIFla ifade diizeyi arastirilmigtir
(Sekil 4.15 (a,b)). Bunun ile ilgili bunun ile ilgili kat degisim sonuglar1 verilmistir: GLUTI
ifadesinde en yiiksek artisin 200 uM uygulamasinda (p=0.0002); HIF1a ifadesinin ise en yiliksek
artisin 150 pM uygulamasinda oldugu (p=0.0018) goriilmektedir. Arastirmada kullanilacak uygun
doz 200 uM CoCl, olarak belirlenmistir. Sekil 4.15 (c)’de zaman bagimli CoCl, etkisini gérmek
amactyla HIFla ve GLUTI’in mRNA ifadelerinin 0, 24 ve 48 saat uygulamalarina bakmustir.
Internal kontrol olarak GAPDH kullanilmustir. Istatistiksel analiz olarak one-way ANOVA (a, b) ve
two-way ANOVA (c) uygulanmistir; anlamlilik diizeyleri grafik iizerinde gosterilmistir.
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Sekil 4.15. 3D-A549 tiimoroidlerinde CoCl, optimizasyonu.

3D-A549 tiiméroidlerinde 200 uM CoCl, uygulama sonrast GLUT1 ve HIFla protein
seviyeleri immiinblotlama yontemiyle incelenmistir. Zamana baglimli degisimi géormek amaciyla
8., 24. ve 48. saatlerde kontrol grubu ile kiyaslanmistir (Sekil 4.16). GLUT]1 ifadesinde 48. saatte
belirgin bir artis gdzlemlenmistir. HIF1a’ da ise tiim zaman uyulamalarinda ifade edildigi goriilmiis
ama en yliksek ifadenin 8. saatte oldugu gozlenmistir. Her iki proteinin ifadesinin kontrol grubunda
az miktarda da olsa gozlenmesi, tiimoroid yapisinin merkezi kisma dogru gittikge artan hipoksik
karakterinden kaynaklanmaktadir. Internal kontroller olarak GAPDH ve Vinculin kullanilmistir.

Sonug olarak arastirma i¢in uygun uygulama zamani 48. saat olarak secilmistir (Sekil 4.16)
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Sekil 4.16. CoCl, hipoksisinde 3D-A549’de GLUT1 ve HIF1a proteinlerinin ifadesi

4.1.4. Hipoksinin Koloni Formasyona Etkisi

4.1.4.1. Hipoksinin A549 ve Calu-1 hiicrelerinde koloni formasyona etkisinin arastirilmasi

Hipoksik mikrogevrenin koloni formasyonuna etkisinin arastirilmasi amaciyla koloni
formasyon ve softa agar (yumusak-agar) koloni formasyon deneyleri yapilmistir. Normal koloni
formasyonda 2D hiicrelerin plate yiizeyine tutunarak koloni olusutururlar. Ancak soft agar koloni
formasyonunda 2D hiicreler yar1 kat1 agar igerisine gomiiliirler ve ylizeye yapismazlar. Hiicreler
yilizeye yapismadiklart icin hiicre dongiisiinde duraksama veya anoikise ugrayabilirlerken, kotii
huylu hiicrelerde ise koloni olugturma egilimi gézlemlenir (Nakamura, 2023).

Arastirmada ilk olrak A549 hiicrelerinin normal koloni formasyon deneyi yapilmistir.
Hipoksik kosul igin 200 uM CoCl, kullanilmistir. 11. Giiniin sonunda koloniler boyanmis ve
Imagel yazilimi kullanilarak sayilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. A549 koloni formasyonunda olusan koloni sayilari

Normoksi kosulunda koloni Hipoksi kosulunda koloni
Teknik replikalar sayisi sayisl
1. teknik replika 1075 853
2. teknik replika 499 619

A549 hiicrelerine ait iki teknik tekrar; ayni giin, aym kiiltiirden elde edilen koloni sayilar
Tablo 4.1‘de verilmistir. 2D koloni olusum deneyinde sadece iki teknik tekrar kullanildigi ve
biyolojik tekrar igermedigi igin istatistiksel analiz yapilamamustir. Tablo 4.1°de verilen 1. teknik
replikada normoksi de 1075 koloni, hipokside ise 853 koloni sayilmigtir. Hipokside daha az koloni
olusumu adapte olamayan hiicrelerin 6ldiiglinii diistindiirmektedir. 2. teknik replikada ise;
normokside 499, hipokside ise 619 koloni tespit edilmistir. Burada normoksi kosulunda daha diisiik
koloni tespit edilmesinin olasi bir nedeni, koloni birlesmesi (biiyiik koloniler aslinda birden fazla
koloninin birlesmesi durumundan kaynaklaniyor olabilir) olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu durum

toplamda hesap edilen koloni sayisinin daha diisiik olmasina yol agar (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. A549 hiicrelerinin normal koloni formasyonu.

Soft agar koloni formasyon deneyinde A549 ve Calu-1 hiicreleri kullanilmigtir. Hipoksik
kosul uygulama dozu 200 uM CoCl, ‘dir.

A549 ve Calu-1 hiicrelerine ait soft agar koloni olusumunun; sirasiyla 8. giin (A549) ve 13.
giin (Calu-1) inverted mikroskop goriintiileri Sekil 4.18’de verilmistir. Koloniler mavi daire ve

oklar ile gosterilmistir.

®\ Normoksi Hipoksi Soft agar koloni formasyon A549
50
'\

&
S

S

Koloni Sayisi
- N w
o o

o

Normoksi Hipoksi

_ \ Soft agar koloni formasyon Calu-1

60

40

Koloni Sayisi
8

0
Normoksi Hipoksi

~ q
13. giin Calu-1 kolonileri (20x)(Normoksi)

Sekil 4.18. Soft agar koloni formasyonu A549 ve Calu-1 kolonileri.

A549 ile yapilan soft agar koloni formasyon analizinde olusan koloni sayilar1 Tablo 4.2.’da
verilmistir. Her iki kosuldaki (normoksi ve hipoksi) koloni olusturma yetenekleri degelendirilmek
iizere, elde edilen koloni sayilar1 Image] yazilimi kullanilarak sayilmustir. Istatiktiksel anlamlilik
icin Mann Whitney testi uygulanmistir. Analiz sonucunda elde edilen veriler yalnizca teknik tekrar

diizeyinde olup, istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.7000, n=3 (teknik tekrar).
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Tablo 4.2. A549 soft agar koloni formasyonunda olusan koloni sayilari

Normoksi kosulunda koloni Hipoksi kosulunda koloni
Teknik replikalar sayis1 sayisi
1. teknik replika 29 39
2. teknik replika 23 7
3. teknik replika 31 37

Calu-1 ile yapilan soft agar koloni formasyon analizinde olusan koloni sayilar1 Tablo
4.3.’da verilmistir. Her iki kosuldaki (normoksi ve hipoksi) koloni olusturma yetenekleri
degelendirmek amaciyla, koloni sayilar1 ImageJ yazilimu ile sayilmis ve istatiktiksel anlamlilik i¢in
Mann Whitney testi uygulanmistir. Analiz sonucunda elde edilen veriler yalnizca teknik tekrar

diizeyinde olup, istatiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p=0.4000, n=3 (teknik tekrar).

Tablo 4.3. Calu-1 soft agar koloni formasyonunda olusan koloni sayilari

Normoksi kosulunda koloni Hipoksi kosulunda koloni

Teknik replikalar sayis1 sayis1
1. teknik replika 23 33
2. teknik replika 31 15
3. teknik replika 52 22

4.1.5. Hipoksinin bilinen kanser kok hiicre biyobelirtecleri iizerindeki etkisinin KHDAK
tiimoroidlerinde arastirilmasi

Literatiirde KKH biyobelirtegleri olarak bilinen ALDH1a, CD44, OCT4, Nanog, SOX2’nin
hipoksik kosullarlarla olan iliskisi qPCR, immiinblotlama ve immiinhistokimya gibi yontemler
kullanilarak arastirilmistir.
Hipoksik chamber kosullarinda 3D-A549 (a) ve 3D Calu-1 (b) tiimoroidlerde ALDH1a, OCT4,
Nanog, ve SOX2 genlerinin mRNA diizeyindeki kat degisimleri gdsterilmistir. Istatistiksel analiz
olarak one-way ANOVA uygulanmistir; anlamlilik diizeyleri grafik iizerinde gosterilmistir (Sekil
4.19.). 3D-A549 tiimoroidlerinde Sekil 4.19. (a)’da ALDHla’nin mRNA diizeyinde hipoksik
kosulda baskilandigi goriilmektedir (P=0.0010). OCT4 ve SOX2 de ise hipoksi kosulunda bir artis
oldugu goriilsede yiiksek bir standart sapmaya sahiptir, ayrica istatistiksel olarak anlamli bir sonug
vermemistir. SOX2’de ise hipokside baskilanmis oldugu goriinmekle birlikte istatistiksel olarak
anlami bir sonu¢ vermemistir.

Hipoksik chamber kosullarinda 3D Calu-1’e ait mRNA diizeyindeki kat degisimleri ie
Sekil 4.19 (b)’de gosterilmistir. ALDH1a ve OCT4 genlerinde mRNA diizeyinde hipoksik bir artig
oldugu goriilse de hem yiiksek bir standart sapma degerine sahip hem de istatistiksel olarak anlamli
degildir. Aymi sekilde SOX2 ve Nanog genlerinin kat degisim grafiklerinde hipoksiyle

baskilandiklar1 goriilse de istatistiksel anlaml1 degillerdir.
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Sekil 4.19. Hipoksik chamber kosulunda 3D-A549 (a) ve 3D Calu-1 (b) tiimoroidlerde ALDH]1a,
OCT4, Nanog, ve SOX2 mRNA ifadeleri

b o w o ©
o
o

CoCl, kullanilarak olusturulan hipoksik mikrogevrede 3D-A549 tiimoroidlerde OCT4ve
SOX2 genlerinin mRNA diizeyindeki kat degisimleri doz-bagimli olarak gdsterilmistir. Istatistiksel
analiz olarak one-way ANOVA uygulanmistir; anlamlilik diizeyleri grafik {lizerinde gosterilmistir
(Sekil 4.20). CoCl, doz optimizasyonlar1 deneylerinde 6ne ¢ikan iki dozun (150 ve 200 uM CoCl,)
OCT4 ve SOX2 genleri lizerindeki etkisi 0 pM CoCl, (control) grubu ile kiyaslanarak
incelenmistir. SOX2’nin hipokside doza bagli olarak ifadesinin baskilandigi goriilmiistiir
(p=0.0133; p=0.0062). OCT4 ifadesinde ise hipokside yine baskilandig1 goriilsede istatistiksel

olarak anlaml1 bulunmamustir.

P =0.0062
—
2.5 P=0.0133
sy 1.5
3 270 2 Il Control (0 pM)
z <Y °
” § £ =1 150 uM CoCl,
2 1.5 28 1.0
@ o e o=
58 & =3 200 uM CoCl,
k=] 8 - O
3210 2
= £Z 054
. 0.5+ o
£ ¢
0.0~ - 0.0~
S [ed o N N Y
@Q ° od @Q <'9(’ ooo
R & g & &
& 2 o & Ky &
OCT4 SOX2

Sekil 4.20. CoCl, hipoksisinde 3D-A549°de OCT4 ve SOX2 mRNA ifadesi

Hipoksik chamber ve CoCl, hipoksilerinde 3D-A549 ve 3D Calu-1 tiiméroidlerinin
GLUTI, CD44 ve ALDHIla protein ifadeleri immiinblotlama yontemiyle arastirilmustir Internal
kontrol olarak Vinculin ve GAPDH kullanilmigtir. ImageJ yazilimi kullanilarak bant yogunluklari
analiz edilmistir (Sekil 4.21).
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Hipoksik chamber modelinde 3D-A549 ve 3D Calu-1 tiiméroidlerinde Sekil 4.21 (A)’de
GLUT]1 ifadesi artmistir. CoCl, hipoksisinde ise 3D-A549 ve 3D Calu-1 tiimoroidlerinde Sekil
4.21 (B)’de GLUT]1 ifadesi zaman bagimli artma egilimli olmasi, her iki modelde de hipoksik
yamtin basarili bir sekilde indiiklendigini gostermektedir. iki hipoksi modelinde de 3D-A549
timoroidlerinde ALDHI1a ifadesi bir degisiklik gostermemistir. 3D Calu-1 tiimoroidlerinde ise
hipoksi chamber kosulunda ALDHIla ifade edilmemis, CoCl, hipoksi modelinde ifade diizeyi
arastirilmamistir. CD44 ifadesi; hipoksik chamber modelinde Sekil 4.21 (A)’de her iki tiimoéroid
modelinde normoksik kosulda artma egilimli oldugu gézlenirken, CoCl, hipoksisinde ise Sekil 4.21
(B)’de zaman baglimli 3D-A549 (6zellikle 48. saatte) ve 3D Calu-1 (24 ve 48h) belirgin bir artig

gostermistir.

A) Hypoxia Chamber B) CoCl, Condition (200 pM)

3D-A549 3D Calu-1 3D-A549 3D Calu-1

Normoxia Hypoxia Normoxia  Hypoxia
(72n) (72n) (72h) (72h) Control 8h  24h  48h Control 24h 48h

L
b
GLUT1 GLUT1 P TI )
i
GLUTY _ P b4 :
o [ 4 g o o
’
CAPDH | s S
CcD44 .
ALDH1a*
Control | 24n 18h
Vinculin | S—: l
— GLUT1
-— f-Actin ] et |
P 3
o - o —— 0 oo [

Sekil 4.21. Hipoksik kosullarda (Chamber ve CoCl,) 3D-A549 ve 3D Calu-1 tiimoroidlerinde
KKH belirte¢lerinin protein ifadeleri

Hipoksik chamber kullanilarak 3D-A549 ve 3D Calu-1 tiimoroidlerinde CD44 ve ALDH1a
proteinlerinin hipoksiye yanitlar1 biyolojik tekrarlarla yeniden degerlendirilmis ve immiinblotlama
sonuglart Sekil 4.22’de gosterilmistir. Image] yazilimi kullamilarak bant yogunluklari analiz
edilmistir. Internal kontrol olarak B -Actin kullanilnugtir. CD44 ifadesinin 3D-A549
tiimoroidlerinde hipoksi kosulunda belirgin bir sekilde ifade ettigi gdzlenmistir. Bu sonug Sekil
4.21 (A) ile uyumlu bir sonug¢ degildir. Bu farkliligin 3D tiimoridlerin heterojeniteleri veya
kompakt yapisi; biyolojik tekrarlar arasinda olusabilen varyasyonlardan kaynaklabilecegi
diistiniilmektedir. ALDH1a protein ifadelerinin ise Sekil 4.21 (A) ile uyumlu olarak hem normoksi
hem de hipokside neredeyse benzer seviyelerde ifade edilmistir. Sekil 4.22°de 3D Calu-1
hiicrelerinde ise; ALDH]1a protein diizeyinde ne normoksik kosulda ne de hipoksik kosulda ifade

edilmistir. CD44 ifadesinin ise hipokside nispeten baskilandigi yoniinde bir sonug goriilmektedir.
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Sekil 4.22. Hipoksik chamber kosulunda 3D-A549 ve 3D Calu-1 tliméroidlerinde CD44 ve
ALDHI1a protein ifadeleri.

Hipoksik chamber kosulunda 72 saat inkiibe edilen 3D-A549 ve 3D Calu-1 tiimoroidlerinin
ALDHla ve CD44 protein ifadeleri IHC yontemi ile arastirlmistir (Sekil 4.23). 3D-A549
timoroidlerinde ALDHI1a ifadesi hem hipoksi hem de normoksi kosullarinda siddetli 3(+++)
pozitif olarak degerlendirilebilirken, hipokside boyanma siddeti normoksiye gore daha yogun
membrandz ve yer yer sitoplazmik goriiniimde oldugu gozlenmistir. ALDH1a’nin IHC boyamalari,
her iki hiicre hattinda da hipoksik ve normoksik kosullarda benzer bir dagilim gostermistir; ancak
boyanma yogunlugu ve yayginlig1 agisindan belirgin farkliliklar dikkat ¢ekmektedir. 3D Calu-1
dokularmda ALDHIla ekspresyonu genel olarak diisiik diizeyde olup, hem hipoksik hem de
normoksik kosullarda boyanmayan veya yalnizca 1(+) diizeyinde zayif pozitiflik gésteren alanlar
mevcuttur. Nadiren ve siirli sayida hiicrede fokal 2(++) pozitiflik izlenmistir.

CD44’in  IHC boyamalari, her iki tiimoroidlerinde de membrandz lokalizasyon
gostermistir. 3D Calu-1 tiimoroidlerinde hem hipoksik hem de normoksik kosullarda yaygin
membrandz pozitiflik izlenmis olup, 6zellikle normoksik dokularda 3(+++) diizeyinde boyanmanin
baz1 doku fragmanlarinda daha fazla sayida hiicrede yer aldigi ve bu pozitifligin alansal olarak
dagmik bir dagilim gosterdigi gozlenmistir. Buna karsin 3D-A549 tiimdroidlerinde CD44
ekspresyonu hem hipoksik hem de normoksik kosullarda belirgin sekilde daha simirlidir. A549
dokularmda genis alanlarmm CD44 agisindan negatif ya da zayif pozitiflik gostermesi, bu hiicre
hattinda CD44 ekspresyonunun genel olarak diisiik diizeyde oldugunu diistindiirmektedir (Sekil
4.23))
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Sekil 4.23. Hipoksik chamber kosulunda 3D-A549 ve 3D Calu-1 tiimoroidlerinin ALDH1a ve
CD44 protein ifadeleri.

4.1.6. Hiicre Membran Biyotinilizasyonu

Thermo Scientific Pierce™ Hiicre Yiizeyi Protein Biyotinilasyon ve Izolasyon Kiti
(A44390) protokoliince zenginlestirilmis hiicre membran proteinleri izole edilmistir. Biyotinilasyon
adiminda; hiicreler 10 mM Sulfo-NHS-SS-Biotin reaktifi ile soguk odada buz iizerinde 1 saat
inkiibe edilmistir. Soguk oda da buz iizerinde biyontinilasyon iglemi ile Sulfo-NHS-SS-Biotin
reaktifinin hiicre i¢indeki proteinlere baglanma riskini azaltmaltadir. Biyotinilasyon kontrolii
protein diizeyinde immiinblotlama yontemi ile arastirilmis ve biyotinilasyon islemi basariyla
gerceklestigi goriilmiistiir (Sekil 4.24).

Marker A B Cc D

180kDA ~ +——] =
130kDA ]
100kDA  +——

TOKDA ] S e e e

55kDA <+ .
40kDA  +—oI| -...

A-Normoksi; biyotinsiz
B-Normoksi; biyotinli
- " C-Hipoksi; biyotinsiz

D-Hipoksi; Biyotinli

35 kDA -

25kDA -t

15 kDA T

10 kDA ]

-

Sekil 4.24. Sulfo-NHS-SS-Biotin reaktifi ile biyotinilasyonunun kontrolii
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4.1.7. 2D ve 3D Hiicre Kiiltiiriinde Biiyiitiillen KHDAK Hiicrelerinin Normoksik ve Hipoksik

kosullarda Proteomik ve Fonksiyonel Biyoinformatik Analizleri

4.1.7.1. Normoksik ve Hipoksik kosullarda 2D-A549 Hiicrelerinin Proteomik ve
Zenginlestirilmis Fonksiyonel Analizleri

2D-A549 hiicrelerinden normoksik ve hipoksik kosullarda izole edilen hiicre membran
proteinleri LS-MS/MS yontemi ile analiz edilmis, ham veriler ise PLGS kullanilarak islenmistir.
Hipoksik kosullarin olusturulmasinda iki farkli model kullanilmistir: Hipoksik chamber ve CoCl,.
PLGS analizleri sonucunda 1112 farkli protein tanimlanmistir. Tanimlanan proteinlerin yaklasik
%39’u hiicre ylizeyine lokalizedir (Gene Ontology (GO); Subcellular Localization) (Sekil 42.5.).
Tim bu kosullarda (normoksik, hipoksik chamber ve CoCl,) bir protein ortak (ZC3H13) olarak
saptanmustir (Sekil 4.25).

Bu proteinlerin 694’1 normoksik kosulda, 446 tanesi ise hipoksik kosullarda
tanimlanmistir. Hipoksik kosullarda; chamber sisteminde 295, CoCl, sisteminde ise 157 protein
tanimlanmustir. Normoksik kosullarda tanimlanan proteinlerin yaklagik %36’s1 hiicre yiizeyinde
bulunmaktadir. Hipoksik chamber kosulunda tanimlanan proteinlerin yaklasik %44 hiicre
yiizeyinde yer alirken, CoCl, kosullarinda tanimlanan proteinlerin ise %41 tespit edilen hiicre

yiizeyinde lokalizedir (Sekil 4.25).

* |2D-A549| hiicrelerinde tim kosullar altinda * |2D-A549|hiicrelerinde tiim kosullar altinda tanimlanan

tanimlanan tim proteinlerin Venn diyagrami hiicre zarina yerlesmis proteinlerin (hiicre membran
proteinlerinin Venn diyagrami

Normoxic Condition Hypoxia Chamber Normoxia (cell membrane) Hypoxia Chamber (cell membrane)
666 12 Wor 241 5 123
w1 0
ZC3H13 | 7 g5 5 4 2
136 59
Cobalt chloride Cobalt chloride (cell membrane)
Condition (2D-A549) Total Proteins Cell Membrane Proteins (%)
Normoxia 694 ~36%
Hypoxia chamber 295 ~44%
CoCl; hypoxia 157 ~41%
All conditions 1112 ~39%

Sekil 4.25. 2D-A549 hiicrelerinde farkli kosullarda tanimlanan toplam protein ve hiicre membran
protein dagilimlari.

2D-A549’e ait tamimlanmig proteinlerin biyolojik siire¢le (Gene Ontology (GO); Biological
process) ilgili zenginlestirilmis fonksiyonel analizleri Sekil 4.26’da verilmistir. Hipoksik kosula
0zgiil biyolojik siiregler, her iki hipoksi modelinde de belirlenmistir. Hipoksik modellerde kok hiicre

iligkili stireclerin anlamli dahil olsa da, normoksik kosulda da Notch sinyal yolag: iliskili siirecin
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tanimlanmis olmasi dikkat ¢ekicidir. Bunun kok hiicre iliskili fonksiyonlart diginda Notch yolaginin
hiicre-hiicre iliskili fonksiyonlariyla illgili olabilecegini akla getirmektedir.

Normoksik kosullarinda iskelet sistemi organizasyonu (cytoskeleton organization)) ECM
organizasyonu (exracellular matrix organization), kromatinin yeniden diizenlenmesi (cromatin
remodeling), hiicre farklilasmasi (cell differentiation), GTPaz aracili sinyal iletiminin diizenlenmesi
(regulation of small GTPase mediated signal transduction) ve antijen sunumu (antigen processing
and presentation) gibi dnemli biyolojik stireclerin varlig1 dikkat cekmektedir (Sekil 4.26 (a)).

Hipoksik kosullarda ise hipoksi ile iligkilendirilebilecek 6nemli biyolojik siirecler dahil
olmustur; oksijen yaniti (response to oxygen-containing compound, p=0.014) VEGFR-1 sinyal yolagi
(vascular endothelial growth factor receptor-1 signaling pathway, p=0.016), azot igeren bilesiklere
hiicresel yanit (cellular response to nitrogen compound, p=0.0054), amino asit yoksunluguna karsi
hiicresel yanit (cellular response to amino acid starvation, p=0.00021). Ayrica hiicre farklilagmasi
(cell differentiation p=0.0084) gibi 6nemli siireclerin anlamli olarak zenginlestigi gézlenmistir (Sekil
4.26 (b)).

CoCl, modelinde ise; hipoksiye yanit (reponse to hypoxia, p=0.004), diisiik oksijen
durumuna yanit (response to decreased oxygen level, p=0.0032), oksidatif stress yaniti (response to
oxidative stress, p=0.0074), hiicre farklilasmas1 (cell differentiation, p=0.0071) ve Wnt sinyal
yolaginin pozitif diizenlenmesi (positive regulation of Wnt signaling pathway, p=0.068) gibi
stiregler 6ne ¢ikmaktadir ((Sekil 4.26 (b)).

a) Normoxic Condition *  20-A548 Normoxia

cell unction organization| @
plasma membrane bounded cell projection morphogenesis| @

| stem cefl pof
positive regulation of Noich sign: L] pvalue
cell differe g 008
regulation of small GTPase medmied signal ransducton @ 0.06
cell motiliy @ § 0.04
regulation of cell communication ‘ L
cytoskeleton organization @
chromatin remaodelng {8 count
sprouting angiogenesis, @ ® s
eytokine production | o ® 0
vesicle—mediated transport| @ o
antigen processing and presentabon
extracellular motrx organizaton
. - endocylosis 8
b) Hypoxic Conditions 3 To
«  20-A549 Hypoxic Chamber = 2D-A549 Cobalt Chloride
i 2 0y DRy comy 1 @ response o hypoxia L]
cellular response 1o amino acid starvation | L response to decreased oxygen levels| @
s:ullu.lanr response (o nitmgen compound | @ response (o oxidative stress L
vascular endothelial growth factor recepror—| signaling pathway L] p\'uluc raspianise 10 etioncal
negative regulation of autophagy | [ ] 0415 i
eposkeleon organizaton] ® o vascular process in clreulatony system L]
cell migration | L i 0.03 cyloskeleton org;
ool commmsication @) | K cel juncion rganizaion @
regulation of cell adhesion| @ cell motiliy 1
plasma membrane bounded cell projection morphogenesis{ [ ] regulabon of cell commumecaton .
cell differentiation | @ Cl\LLI'lI piasma membrane bounded cell projection morphogenesis L
cell development| @ : -_I:: cell differentiation - i)
chromatin remodeling 1
negative regulation of TOR signaling | ® @ Flroma ek,
epidermal growih factor receptor ing pathway L] posifive regulalion.of Wt signaling pathway »
insulin receptor aling pathway | *® antigen processing and | ion of endiog antigen -
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Sekil 4.26 2D-A549’e ait tanimlanan proteinlerin GO biyolojik siire¢ analizi.
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2D-A549’e ait tammlanmig proteinler ile ilgili KEGG yolak analizleri (Gene Ontology
(GO); KEGG pathway) Sekil 4.27.’de verilmistir. Analiz sonuglari, normoksik ve hipoksi
kosullarinda anlamli diizeyde 6ne ¢ikan pek ¢ok yolagin varligini ortaya koymaktadir.

Normoksik ve hipoksik kosullarda, Sekil 4.27.’da zenginlesen tiimdr hiicrelerinin immiin
sistem mekanizmalarina ait yolaklarin (antigen processing and presentation, virus infections vb.)
aktivasyonu beklenen bir durumdur. Tiimor hiicrelerinin sergileyecegi davranig, timdor gelisimi
sirasinda, immiin denetim altinda sekillenen bir mikrogevre ile uyumludur. Antijen sunumu, viriis
enfeskiyonlar1 veya fagosom (phagosome) gibi diger yolaklar, tiimor hiicresinin immiin sistemden
kacma egilimi ile iliskilendirilebilir. Ayrica hipoksik kosullarda ise mikrocevrenin degismesi ile
birlikte tiimoér hiicresi daha farkli adaptasyonlar gelistirmek icin farkli yollar1 aktive
edebilmektedir.

Hipokside; hiicre sagkalimi, proliferasyonu ve anjiyogenez gibi fizyolojik siireclerde rol
oynayan PI3K-Akt sinyal yolagimin (PI3K-Akt signaling pathway) saptanmasi hipoksi ile iliskili
biyolojik diizenlemeleri isaret etmektedir. Diger yandan ABC tasiyicilart (ABC transporter/ATP-
binding cassette transporter) gibi kanserlerde ila¢ direnci ile iliskli olan yolagin normokside
(p=0.0011) hipoksiye (p=0.014) kiyasla daha anlaml1 olarak dahil oldugu goriinmektedir. Hipoksik
kosulda anlamli olarak ifade edilen (p=0.0046) Rap1 sinyal yolagi (Rap1 signaling pathway) hiicre
iskeletinin yeniden diizenlenmesinden hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimlerinden sorumlu

olan bir yolaktir ve hipokside hiicresel adaptasyon siireglerinde rol alabilmektedir (Sekil 4.27)
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Sekil 4.27. 2D-A549’¢ ait tanimlanmis proteinlerin KEGG yolak analizi.

4.1.7.2. Normoksik ve Hipoksik kosullarda 3D-A549 Tiimoroidlerinin Proteomik ve
Zenginlestirilmis Fonksiyonel Analizleri
3D-A549 hiicrelerinden normoksik ve hipoksik kosullarda izole edilen total ve hiicre

membran proteinleri LS-MS/MS yontemi ile analiz edilmis, ham veriler ise PLGS kullanilarak
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islenmistir. Hipoksik kosullarin olusturulmasinda iki farkli model kullanilmistir: Hipoksik chamber
ve CoCl,. PLGS analizleri sonucunda 685 farkli protein tamimlanmistir. Bu proteinlerin yaklagsik
%41°1 hiicre yiizeyine lokalizedir (Gene Ontology (GO); Subcellular Localization). Tiim kosullarda
(normoksik, hipoksik chamber ve CoCl,) bir protein (ZC3H13) ortak olarak saptanmustir
(Sekil.4.28.).

Bu proteinlerin 189’u normoksik, 514 tanesi ise hipoksik kosullarda tanimlanmustir.
Hipoksik kosullarda; chamber sisteminde 332 farkli protein tanimlanmis, CoCl, sisteminde ise 191
protein tanimlanmistir. Normoksik kosullarda tanimlanan proteinlerin yaklasik %41°i hiicre
yiizeyinde bulunmaktadir. Hipoksik chamberda tanimlanan proteinlerin yaklasik %43’i, CoCl,
kosullarinda tanimlanan proteinlerin yaklasik %36 hiicre ylizeyinde lokalizedir (Sekil.4.28).

* | 3D-A549|tiimoroidlerinde tiim kosullar altinda ~ |30-A549 tuwormdlermde tum ko5L.|IIar' altlunda

% ; 2 % tanimlanan hiicre zarina yerlesmis proteinlerin (hiicre
tanimlanan tum proteinlerin Venn diyagrami o E :

membran proteinlerinin Venn diyagrami

Normoxic Condition Hypoxia Chamber Normoxia (cell membrane) Hypoxia Chamber (cell membrane)
171 i 312 75 2 138
_— 1 0
ZC3H13 “T° 6 8 1 i
176 64

Cobattichionde Cobalt chloride (cell membrane)

Coniitsi:;)(SD- Total Proteins Cell Membrane Proteins (%)
Normoxia 189 ~41%
Hypoxic chamber 332 ~43%
CoCl; hypoxia 191 ~36%
All conditions 685 ~41%

Sekil.4.28. 3D-A549 tiimoroidlerinde farkli kosullarda tanimlanan toplam protein ve hiicre
membran protein dagilimlari.

3D-A549’e ait tanimlanmis proteinler ile ilgili biyolojik siire¢ analizleri (Gene Ontology
(GO); Biological Process) Sekil.4.29.’te sunulmustur. Analiz sonuglarinda normoksik ve hipoksi
kosullarinda 6ne ¢ikan biyolojik siirecleri ortaya koymaktadr. Ozellikle hipoksik kosullarda her iki
hipoksi modelinde de kendilerine 6zgii siirecleri aktive ettigi gézlenmistir.

Normoksi kosullarinda oksijen-glukoz yoksunluguna yanit (response to oxygen-glucose
deprivation, p=0.063) iskelet sistemi organizasyonu (cytoskeleton organization, p=0.00004),
apoptotik siire¢ (apopototic process, p=0.061), piruvat metabolizmasi (pyruvate metabolic process,
p=0.0017), hiicre motilitesi (cell motility, p=0.089), hiicre farklilasmasi (cell differentiation,
p=0.077), kok hiicre populasyonunun siirdiiriilebilirligin diizenlenmesi (regulation of stem cell
population maintenance, p=0.013), TOR sinyalinin diizenlenmesi (regulation of TOR signaling,
p=0.086), antijen sunumu (antigen processing and presentation of peptide antigen, p=0,00011)
gibi ¢cogunlukla anlamli olan bu 6nemli biyolojik siireglerin varlig1 dikkat cekmektedir (Sekil.4.29).
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Iki hipoksi modelinde de genel hipoksik kosullu ile iliskilendirilebilecek énemli biyolojik
stirecler belirgin bir sekilde tamimlanmistir. Hipoksik chamber modeli incelendiginde; oksijen
iceren bilesige yanit (response to oxygen-containing compound, p=0.0029), oksijen seviyesine
yanit (response to oxygen levels, p=0.035), oksidatif stress yanit1 (response to oxidative stress,
p=0.074), hiicre farklilagsmas1 (cell differentiation, p=0.00034) kok hiicre popiilasyonunun
stirdiirtilebilirligin diizenlenmesi (regulation of stem cell population maintenance, p=0.021), kiigiik
GTPaz aracili sinyal iletiminin diizenlenmesi (regulation of small GTPase mediated signal
transduction, p=0.002), sitokin aracili sinyal yolag1 (cytokine-mediated signaling pathway,
p=0.025), antijen sunumu (antigen processing and presentation of endogenous peptide antigen,
p=0.000022) gibi siirecler 6ne ¢cikmaktadir (Sekil.4.29).

CoCl, modelinde ise; hipoksiye yanit (reponse to hypoxia, p=0.038), diisik oksijen
durumuna yanit (response to decreased oxygen level, p=0.083), oksijen iceren bilesige yanit
(response to oxygen-containing compound, p=0.027), anjiyogenez (angiogenesis, p=0.000052),
BMP sinyal yolunun diizenlenmesi (regulation of BMP signaling pathway, p=0.063), MAPK
kaskadi (MAPK cascade, p=0.056), hiicre farklilasmasi (cell differentiation, p=0.00023) kok hiicre
popiilasyonunun siirdiiriilebilirligin diizenlenmesi (regulation of stem cell population maintenance,
p=0.082), antijen sunumu (antigen processing and presentation of peptide antigen via MHC class

1, p=0.088) ve hiicre gocii (cell migration, p=0.018) gibi siiregler dahil olmustur (Sekil.4.29).
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Sekil.4.29. 3D-A549’e ait tamimlanmus proteinlerin biyolojik siire¢ analizleri

antigen processing and presentation of peptide antigen via MHC class 1
endocytosis{ @
L 10 15 20

3D-A549’e ait tammlanmig proteinler ile ilgili KEGG yolak analizleri (Gene Ontology
(GO); KEGG pathway) Sekil.45’de verilmistir. Analiz sonuglar1 normoksik ve hipoksi kosullarinda
anlaml diizeyde pek ¢ok yolagin varlig1 6ne ¢ikmustir.
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Normoksik kosullarda hiicresel baslica metabolik aktivite ile ilgili dnemli yolaklar olan;
karbon metabolizmasi1 (carbon metabolism), glikoliz/glukogenez (Glycolysis/Glucogenesis) ve
amino asit biyosentezi (Biosynthesis of amino acids) gibi yolaklarin varliginin, hiicre aktivitesinin
hem metabolik hem de biyosentetik siire¢lerde belirgin bir sekilde temsil edildigini gdstermektedir.
Ote yandan immiin sistem mekanizmalarina iliskin yolaklarin (antigen processing and
presentation, virus infections vb.) hem normoksik kosullarda hem de hipoksik kosullarda dahil
olan yollar arasindadir. Hipoksik kosulda ise hiicre sagkaliminda, anjiyogenez gibi temel siireclerde
rol oynayan PI3K-Akt yolag1 6ne ¢ikan yolaklar 6nemli yolaklar arasindadir. Yine ABC tasiyicilari
(ABC transporter/ATP-binding cassette transporter) gibi kanserlerde ilag direnci ile iliskli olan
yolaklarin hipokside gdzlenmistir. ECM-reseptor etkilesimi (ECM-receptér interaction) kanser
iligkili yolaklar (pathway in cancer) ve hiicre yaslanmasi (cell senescence) da hipokside goze
carpan diger yolaklar arasindadir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. 3D-A549’¢ ait tanimlanmis proteinlerin KEGG yolak analizleri

4.1.7.3. Normoksik ve Hipoksik Kosullarda 2D-A549 ve 3D-A549 Modellerinin
Karsilastirmali KEGG ve Molekiiler Fonksiyon Analizleri

2D-A549 ve 3D-A549’de tanimlanmis proteinlerin KEGG yolak analizleri (Gene Ontology
(GO); KEGG pathway) Sekil 4.31°’da verilmistir. Analiz sonuglar1 iki farkli hipoksi modelede
karsilastirmali olarak verilmistir. Iki hipoksi modelde de farkli hipoksi ile iliskili yolaklarin dahil
oldugu gozlenmektedir.

2D-A549 hipoksik chamber modelinde, hiicre iskeleti diizenlenmesinde gorev alan Rapl
sinyal iletim yolu 6ne ¢ikarken; 2D-A549 CoCl, modelinde ise, PIK3-Akt sinyal yolagi 6ne
cikmaktadir (Sekil 4.31).
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3D-A549 hipoksik chamber modelinde ise, PIK3-Akt sinyal ve Rapl sinyal iletim yollar
one cikmaktadir. Aym zamanda kimyasal karsinogenez-reaktif oksijen tiirleri (chemical
carsinogenesis-reactive oxygen species) yolunun zenginlesmeside dikkat ¢ekmektedir (Sekil 4.31).

2D-A549 ve 3D-A549 hipoksi modellerinde fagozom (phagosome) anlamli bir sekilde
dahil olmustur (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. 2D-A549 ve 3D-A549’de tanimlanmis proteinlerin KEGG yolak analizleri.

2D-A549 ve 3D-A549°de tanimlanmig proteinlerin molekiiler fonksiyon analizleri (Gene
Ontology (GO); Molecular Function) Sekil 4.32’de verilmistir. Analiz sonug¢lar1 normoksi ve iki
farklr hipoksi modelde karsilagtirmali olarak sunulmustur.

3D-A549 tiimdroid modelinde normoksi kosullarda, 2D-A549 modeline kiyasla daha
karmasik hiicre organizasyonu, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimlerini yansitan fonksiyonlari
yer almaktadir (structural constituent of cytoskeleton, cytoskeletal protein binding, tubulin binding,
cell adhesion molecule binding, cadherin binding, scaffold protein binding). Bu durum hiicrenin
iskelet ve yap1 organizasyonu durumunun fizyolojik mimariye daha yakin oldugu ve korundugunu
gostermektedir.

3D-A549 tiimoroidlerinde hipoksik chamber modelinde; iskelet organizasyonuna ek olarak,
hipoksiye 6zgii fonksiyonlarinda dahil oldugu goriinmektedir (vascular endothelial growth factor
receptor activity). Aym zamanda kok hiicre iliskili aktiviteler dogrudan ya da dolayh
fonksiyonlarda One c¢ikmaktadir (“stem cell factor receptor activity” vb.). Son olarak kromatin
yeniden diizenlemesi (chromatin binding, histone kinase activity) ile ilgili fonksiyonlarda 6zellikle
hipokside kromatinin bu stres faktorii ile beraber yeniden diizenlendigini gostermektedir. Benzer

fonkisyon diizenlemeleri 2D-A549 hipoksik chamber modelinde de gozlenmistir (Sekil 4.32).
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3D-A549 CoCl, modelinde yogunlagmis iskelet organizasyon ve yapisal proteinler ile
iligkili fonksiyonlara ek olarak, yogunlukla enzim aktivitesi ve sinyal diizenlenmesi (molecular
adaptor activity, signal adaptor activity) iligkili fonksiyonlar yer almaktadir. Ancak 3D-A549
hipoksik chamber modelinde belirgin olan kdk hiicre gelisimi ile iligkili fonksiyonlarin daha az
oludugu goriilmektedir. Benzer bir durum kismen 2D-A549 CoCl, modelinde de gozlenmistir. Bu
modelde ise genel fonksiyonlar disinda (“ATP binding” vb.) yogunlukla iyon dengesi iliskili
fonksiyonlarin 6ne ¢iktig1 goriilmektedir (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. 2D-A549 ve 3D-A549°de tanimlanmis proteinlerin molekiiler fonksiyon analizleri.

4.1.7.4. Normoksik ve Hipoksik kosullarda 3D Calu-1 Tiiméroidlerinin Proteomik ve
Zenginlestirilmis Fonksiyonel Analizleri

3D Calu-1 hiicrelerinden normoksik ve hipoksik kosullarda izole edilen hiicre membran
proteinleri LS-MS/MS yontemi ile analiz edilmig, ham veriler ise PLGS kullanilarak iglenmistir.
Hipoksik kosullarin olusturulmasinda yalmzca hipoksik chamber kullanilmistir. PLGS analizleri
sonucunda 585 farkli protein tamimlanmistir. Tiim izole edilen proteinlerin yaklasik %39’u hiicre
yiizeyinde bulunan protenlerdir (Gene Ontology (GO); Subcellular Localization) Ortak olarak 9
farkli protein belirlenmistir. Bu ortak proteinler aarasinda diger hiicre modellerinde tanimlanan
ZC3H13 proteini’de yer almaktadir (Sekil 4.33).

Bu proteinlerin 225°(i normoksik, 339 tanesi ise hipoksik kosullarda tanimlanmustir.
Normoksik kosullarda izole edilen proteinlerin yaklasik %39’u hiicre yiizeyinde bulunmaktadir.
Hipoksik chamber kosullarinda tespit edilen proteinlerin yaklasik %39’u hiicre yiizeyinde lokalize
olmustur (Sekil 4.33).
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* 3D Calu-1 timoroidlerinde tim kosullar altinda * 3D Calu-1 timoroidlerinde tiim kosullar altinda tanimlanan hiicre

tanimlanan tiim proteinlerin Venn diyagrami zarina yerlesmis proteinlerin (hiicre membran proteinlerinin Venn
diyagrami
Uniprot
Acession
e
- Q92824
/ Q7L576 o 4 A
Q86YA3
216 9 360 P29375
Q9coc2
Q57200
P24g21 Y Normoxia (cell membrane) Hypoxia Chamber (cell membrane)
Normoxic Condition Hypoxic Condition | Q5TAX3 R
(Chamber sistemi) | Q9BXR3 ZC3H13
Condition (3D Calu-1) Total Proteins Cell Membrane Proteins (%
Normoxia 225 ~39%
Hypoxic chamber 369 ~39%
All conditions 585 ~39%

Sekil 4.33. 3D Calu-1 tiimoroidlerinde farkli kosullarda tanimlanan toplam protein ve hiicre
membran protein dagilimlari.

3D Calu-1’e ait tanimlanmig proteinler ile ilgili biyolojik siire¢ analizleri (Gene Ontology
(GO); Biological Process) Sekil 4.34’da sunulmustur. Analiz sonuglarinda normoksik ve hipoksi
kosullarinda 6ne c¢ikan biyolojik siiregleri ortaya koymaktadr. Hipoksi modelinde ise, hipoksi-
spesifik siireclerin belirginlestigi gézlenmistir.

3D Calu-1 normoksi kosullarinda hiicre iskelet ve yap1 organizasyonu ile iligkili olan
siirecler (cell morphogenesis, regulation of actin cytoskeleton organization, cell-cell junction
organization, microtubule anchoring, cell motilitiy) 6ne ¢ikarken, kromatin yeniden diizenlenmesi
(chromatin remodeling), kok hiicre populasyonunun siirdiiriilebilirligin diizenlenmesi (regulation
of stem cell population maintenance, p=0.024), hiicre farklilasmasi (positive regulation of cell
differentiation, p=0.086) ve antijen sunumu (antigen processing and presentation, p=0.052)
stireclerinde zenginlestigi saptanmustir (Sekil 4.34).

Hipoksik kosulda ise; iskelet ve yapi organizasyonuna (“cytoskeleton organization”,
“ECM-organization” vb.) ek olarak, oksijen seviyesine yanit (response to oxygen levels, p=0.018),
besin seviyesine yanit (cellular response to nutrient levels, p=0.047), nitrogen bilesenlerine yanit
(response to nitrogen compound, p=0.048), dolasim sisteminin gelisimi (circulatory system
development, p=0.=16) dikkat ceken siirecler yer almaktadir. Ote yandan hiicre farklilasmasi (cell
differentiation, p=0.0032), kok hiicre populasyonunun siirdiiriilebilirligi (stem cell population
maintenance, p=0.082) ve GTPaz sinyal iletiminin diizenlenmesi (regulation of small GTPase

mediated signal transduction, p=0.02) hipokside dikkat ¢ceken diger siireclerdir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. 3D Calu-1’e ait tanmimlanmis proteinlerin biyolojik siire¢ analizleri.

3D Calu-1’e ait tamimlanmig proteinler ile ilgili KEGG yolak analizleri (Gene Ontology
(GO); KEGG pathway) Sekil Sekil 4.35’de verilmistir. Analiz sonuglari normoksik ve hipoksi
kosullarinda anlamli diizeyde pek c¢ok yolagin varligini gostermektedir. Normoksik kosullarda
Rapl sinyal yolagi (Rapl signaling pathway), TNF sinyal yolagi (TNF signaling pathway) ve
PI3K-Akt yolagr (PI3K-Akt signaling pathway) One c¢ikan yolaklar arasindadir. Hipoksik
kosullarda ise ise PI3K-Akt yolag1 (PI3K-Akt signaling pathway) one ¢ikmaktadir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. 3D Calu-1’e ait tamimlanmis proteinlerin KEGG yolak analizleri.

3D Calu-1’de tanimlanmis proteinlerin molekiiler fonksiyon yolak analizleri (Gene
Ontology (GO); Molecular Function) Sekil 4.36’de sunulmustur. Normoksi ve hipoksi kosullarinda
0zgiil fonksiyonlarin zenginlestigi gdzlenmistir.

3D Calu-1 normoksik kosulda iskelet organizasyon ve yapi organizasyonu ile ilgili
fonksiyonlarin yaninda, enzim aktivitesi, GTPaz aktivitesi ve iyon iligkili fonksiyonlarin 6ne giktigi
goriilmektedir. Benzer sekilde iskelet organizasyon ve yapi organizasyonu, GTPaz aktivitesi ve

iyon iligkili fonksiyonlar hipoksik kosulda da gozlenmektedir. Ek olarak hipoksik kosulda,
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karbonhidrat tiirevlerine (carbohydrate derivative binding) baglanma fonksiyonu da oOne

¢ikmaktadir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36. 3D Calu-1’de tanimlanmis proteinlerin molekiiler fonksiyon analizleri

4.1.8. Normoksik ve Hipoksik Mikrocevre kosullarinda Kosullarinda 2D ve 3D Akciger

Kanseri Modellerinde Tamimlanan Ortak Proteinlerin Literatiir Bazli incelenmesi
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4.1.8.1. Normoksik Kosullarda Tammmlanmis Hiicre @ Membran Proteinlerinin
Degerlendirilmesi

GO analizinde hiicre yiizeyinde lokalize oldugu gosterilen proteinler Venn diagraminda
sunulmustur. 2D-A549 hiicrelerinde 250 adet protein tamimlanmistir (Sekil 4.37). 3D-A549
tiimoroidlerinde 78; 3D Calu-1 tiimoéroidlerinde ise 89 adet tanimlanmustir. 2D ve 3D-A549 ‘da
tanmimalanan “Delta like protein (AOA384P5C6)” Notch ligandi olan Delta/Jagged transmembran
ailesine ait protein olan bir protein olup; embriyonik gelisim, anjiogenez gibi siireglerde rol
almaktadir (Hildebrand ve ark., 2019). Notch sinyal yolunun KKH’leri korudugu, EMT siirecine
katildig1 ve kemoterapiye direngliligi arttirarak tiimor hiicrelerine hayatta kalma avantaj1 sagladigi
bilinmektedir. Ek olarak DLL1’in gliomalarda asir1 eksprese oldugu bilinmektedir (Capaccione,
2013). DLL1 ayrica 3D-A549 CoCl, kosulunda da varlig1 tespit edilmistir.

3D-A549 ve 3D Calu-1 arasinda ortak olarak tanimlanan Tetraspanin ailesi iiyesi olan
TSPANS, cesitli doku ve organlarda yaygin exprese edildigi ve Notch sinyal yolu araciligi ile
hiicre farklilasmasinda rol oynadigi (ADAMIO ile etkilesime girer) bilinmektedir. Xie ve ark.,
(2021) TSPANS5’in Notch sinyal yolu tizerinden HCC’de EMT siirecini ve tiimdr metastazi tesvik
ettigi gostermistir. 3D Calu-1 ve 2D-A549°da ortak olarak tanimlanan insan genomuna entegre
olmus bir insan endojen retrovirus ailesi iiyesi olan ERVK-6, basta kanser olmak iizere gesitli
hastalik siireclerinde rol oynamaktadir. Literatiirde ERVK-6"nin KKH siireci ile ilgkili oldugu bir
calisma bulunmamaktadir. Ancak aymi aileye ait diger proteinlerin (HERV-K) KKH gelisim

stirecini destekledigi gosterilmistir (Rivas ve ark., 2022).

Count of Proteins

2D-A549 = Normoxia = 250

3D-A549 == Normoxia = 78 Identified Common Cell Surface Proteins under Normoxia
3D Calu-1 == Normoxia = 89

3D-A549 2D-A549 2D-AS49 Normoxia | A0A384P5¢6
3D-A549 Normoxia | (pejtq-ike protein)

3D Calu-1 Normoxia | (TSPANS5)

3D-A549 Normoxia J» P62079

» 075051-2
F8WDJ2
85 Q9BXR3

3D Calu-1
Sekil 4.37. A549 ve Calu-1 modellerinde normoksik kosullar altinda tanimlanan hiicre membran
proteinleri.

4.1.8.2. Normoksik Kosullarda Tanimlanmis Ortak Proteinlerin Degerlendirilmesi
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Caligmada tiim normal sartlar altinda biiyiitiilen 2D-A549, 3D-A549 ve 3D Calu-1
timoroidlerinde tanimlanan tiim proteinler herhangi bir lokalizasyon ayrimi yapilmaksizin
karsilastirilmigtir (Sekil 4.38). Tiim kosullarin normoksik kosullarinda olan ortak olan 2 proteine
rastanmistir; 043719 (HTATSF1) ve Q5T200 (ZC3H13). Bu iki protein niikleusta lokalizedir. Bu
proteinlerden niikleusta lokalize olan ZC3H13, m6A metilasyonunda rol oyanayan bu protein
embriyonik kok hiicre pluripotensi 6zelligini kontrol eder. mRNA islenmesinde (alternative
splicing) gorev RNA baglayici bir protein olan HTATSF1 ise cesitli kanser tiirlerindeki ifadesi
arastirilmigtir. Chang ve ark., (2021)’nin akciger kanserinde hiicre gocii ile ilgili yaptig
arastirmada, HTATSF1’nin akciger kanseri gocilinde fosfoglisenat kinaz (PGK1) ile birlikte aktif
rol oynadig1 gosterilmistir. HTATF1’in knockdown’1 hiicre go¢ kapasitesinde belirgin bir azalmaya

yol agmustir.

Uniprot

Acession_ Protein name/Gene name

AODA384P5C6 Delta like canonical Notch ligand 1/DLL1

094986 Centrosomal protein of 152 kDa/CEP152

Q4Vv328 GRIP1 associated protein 1/GRIPAP1

Q5JU8B5 1Q motif and Sec? domain ArfGEF 2/IQSEC2

Q7Z7F0 KH domain containing 4, pre-mRNA splicing factor/KHDC4

QB86XA9 Heat repeat containing 5/HEATRSA

QB8NB42 Zinc finger protein 527/ZNF527

Q9P2G1 Ankyrin repeat and IBR domain containing 1/ANKIB1

2D-A549 3D-A549
Uniprot
A [ Protein nam name e
AOA9Y¥1QQ47 BRCA1 DNA repair associated/BRCA1 e 178 Uniprot
A 1 Proteil /G
FawpJ2 RAB3 GTPase activating non-catalytic protein subunit 2’RAB3GAP2 Stk Sl Sl
®—> 043719 175 U2 SnRNP complex component/HTATSF1
PODPF3 NBPF member 9/NBPF9 P
14 @) *Q5T200 Zinc finger CCCH domain-containing protein 13/ZC3H13

Q14687 Gse1 coiled-coil protein/GSE1 7
QBHIRT protein phosphatase & regulatory subunit 3/PPP6R3
Q86YA3 zinc finger GRF-type containing 1/ZGRF1 205 ]
Q8WXAY splicing regulatory glutamic acid and lysine rich protein 1/SREK1 3D Calu-1 4
Q8BXR3 endogenous retrovirus group K member 6, envelope/ERVK-6 Uniprot
QSNRL2 bromodomain adjacent to zinc finger domain 1A/BAZ1A Acession Protein name/Gene name
QINVH2 integrator complex subunit 7/INTST ADA2R8Y793  actin beta/ACTB
060229-2 Kalirin/KALRN P49756 RNA binding motif protein 25/RBM25
Q14669-4 E3 ubiquitin-protein ligase/TRIP12 PE2079 tetraspanin 5/TSPANS
ROP61-10 FlbrnectuE N QOUKV3 totic chromatin condensation incucer 1/ACINT
075051-2 Plexin-A2/PLXNA2

Sekil 4.38. Normoksik kosullarda 2D-A549, 3D-A549 ve 3D Calu-1’e modellerinde tanimlanan
tiim proteinlerin ortak ve 6zgiin dagilim profili

3D-A549 ve 3D Calu-1 tiimdroidlerinde ortak 4 protein tanilanmistir. Bunlardan ilki -
aktindir. RBM25 ise (P49756) Zhang ve ark., (2021) HCC (hepatoseliilar karsinoma) kapsaminda
tarafindan prognostik agidan degerlendirdikleri aragtirmalarinda HCC hiicrelerinde yiiksek diizeyde
ifade edildigini bulmuslardir. Iki hiicre tiiméroidi arasinda ortak olarak tanimlanan Tetraspanin
ailesi liyesi TSPANS, c¢esitli doku ve organlarda yaygin exprese edildigi ve Notch sinyal yolu
araciligi ilehiicre farklilasmasinda rol oynadigi (ADAMI1O ile etkilesime girer) bilinmektedir. Xie
ve ark., (2021) c¢aligmalarinda Notch sinyal yolu tizerinden HCC’de EMT siirecini ve timor
metastazi tesvik ettigi gdstermistir. iki tiimroid arasindaki diger bir ortak protein olan ve apoptotik
kromatin yogunlasma indiikleyicisi olarak tanimlanan ACIN1 (Q9UKV3) hakkinda Aoto ve ark..
(2025) ACINI knock-out fareler lizerinde yaptiklar1 arastirmada, fare embriyonik gelisimi i¢in
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onemli oldugunu ortaya koymuslardir. HeLa hiicrelerinde yapilan analizlerde knockdown edilmis
gen ekspresyonunu ve mRNA islenmesinde degisikliklere yol actig1 gosterilmistir (Rodor ve ark.,
2016).

2D-A549 ve 3D-A549 ornekleri arasinda 10 farkli protein tanimlanmigtir. Bu proteinlerden
hiicre yiizey Notch ligandi olan Delta/Jagged transmembran ailesine ait protein olan DLLI
(AOA384P5C6) embriyonik gelisim, anjiogenez gibi siireglerde rol almaktadir (Hildebrand ve ark.,
2019). Notch sinyal yolunun KKH’leri korudugu, EMT siirecine katildigi ve kemoterapiye
direncliligi arttirarak tiimor hiicrelerine hayatta kalma avantaji saglar. Ek olarak DLL1’in
gliomalarda asir1 eksprese oldugu bilinmektedir (Capaccione, 2013). CEP152 (094986) 2D-A549
ve 3D-A549 modelleri arasindaki ortak tanimlanan proteinlerden biridir ve ayni1 zamanda 3D-
A549 ve 3D Calu-1 tiimoroidlerinin hipoksi (chamber) kosullarinda da ortak olarak tanimlanan
proteinlerdendir. Sentrozomun ana bilesenini olusturan sentrioliin biyogenezinde ve hiicre
replikasyonunda rol oynayan CEP ailesinin bir iiyesi olan CEP152, ekpresyon diizeyine baglh
olarak hiicre boliinmesini 6nemli derecede etkileyebilir. CEP proteinlerinin asiri expresyonu
sentriol sayisinda artmasina dolayisiyla daha fazla yavru hiicrenin olusmasina ve c¢oklu
sentrozomlara yol agmaktadir. Diisiik ekspresyonu ise ig iplik¢iklerinin olusumunda sorunlara veya
genetik materyalin dogru katilimini olumsuz bir gekilde etkileyebilmektedir. Dolayisiyla CEP
proteinlerinde gerceklesecek herhangi bir mutasyon veya modifikasyon karinogeneze yol agabilir
(White, 2011). GRIPAP1 (Q4V328) ise translokasyon renal hiicreli karsinomda rol oyandig
bildirilmistir (Class eve ark., 2017; Du ve ark., 2023). IQSEC2 (Q5JUS85), mutasyonlarinin zihinsel
engelilik vb. hastaliklara yol actigi bilinmektedir (Ren ve ark., 2024). KHDC4 (Q7Z7F0) ise
prostat kanserinde artan ifadesinin daha diigiik sagkalim ile iliskili oldugu bildirilmistir (Hu ve ark.,
2025). ANKIB1 (Q9P2G1), RING E3 ubikiitin ligaz ailesinin bir iiyesidir, bu ailenin islev
bozuklugu, inflomasyon, norodejeneratif hastaliklar, kanser veya metabolik rahatsizliklar olmak
iizere cesitli hastaliklara yol acabilmektedir (Liu ve ark., 2024).

2D-A549 ve 3D Calu-1 arasinda 14 adet ortak protein tanimlanmistir. Bunlardan
BRACI’nin (AOA9Y1QQ47) ozellikle meme kanseri iligkisi ¢ok iyi bilinen bir proteindir (Rosen
ve ark., 2003). Hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi gibi hiicresel siireglerde onemli genler arasinda yer
alan ve hiicre i¢i vezikill trafiginin diizenlenmesinde gorev yapan RAB3GAP2 (F8WDJ2) ise;
meme kanseri, osteosarkom, rahim agzi kanseri gibi kanserlerde yiiksek ifade edilmistir
(Pourrezaei ve ark., 2025). NBPF9 (PODPF3), DUF1220 protein alanina baglanma ile karakterize
edilen NBPF ailesinin bir {iiyesidir. Otizim, sizofreni, noroblastom gibi hastaliklar ile
iligkilendirilmesinin yam sira akciger adenokarsinomunda da yukari regiile edildigi gosterilmistir
(Zhang ve ark., 2015; Wang ve ark., 2020). Prolin bakimindan zengin bir protein olan GSEI
(Q14687) ise, meme kanserinde proliferasyon ve metastazi desteklerken ve mide kanserinde
onkojenik oldugu tespit edilmistir (Ding ve ark., 2018). Bunun yaninda akciger

adenekarsinomlarinda KLF6 regiilasyonu {lizerinden hiicrelerin gogiinii ve ¢ogalmasini tesvik ettigi
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gosterilmistir (Meng ve ark., 2024). KHDAK tedavisi goren hastalardan izole edilen ekstra
vezikiiller ile yapilan proteomik ¢aligmalarinda da rastalanan PPP6R3 (Q5H9R7) (Torasawa ve
ark., 2023) yine ortak olarak tanimlanan proteinler arasindadir. DNA onariminda ve hiicrelerin
sagkaliminda rol oynayan ZGRF1’in (Q86YA3) yiiksek ifadesi ¢esitli kanserlerde kotii prognozla
iligkili oldugu 6ngoriilmektedir (Yan ve ark., 2021). MCF7 mamosferler ile yapilan bir ¢caligmada
ZGFR1 knokdown edilerek koloni olusturma, go¢ ve mamosfer olusturma yetenekleri arastirilmis,
belirlik kok hiicre biyobelirteclerine bakilmis ve sonugta ZGFR1’in meme kanserinde kok hiicre
ozelliklerini diizenleyen bir modiilatér oldugunu bildirmislerdir (Ge ve ark., 2020). SREKI1
(Q8WXAY9), HCC’de onkogen olarak karsinogenez ile ilskilendirilmistir (Chang ve ark., 2022).
ERVK-6 (Q9BXR3) HIV ile iliskilendirilmis bir endojen retroviriistiir. Kromatin yeniden
diizenlenmesinde gorev alan BAZ1A (QINRL2) ise kollekteral kanseri hastalarinda yiiksek ifade
seviyelerine sahip oldugu bulunmustur (Mohan ve ark., 2024). INTS7 (Q9NVH2), yapilan bir
calismada baskilanmasinin kemik iligi mezenkimal kdk hiicresinin koloni olusumunu ve gog
kapasitesini bozabilecegi, hiicre apoptozunu uyaranilecegi bulunmustur. Bagka bir arastirmada ise
akciger adenokarsinomu, HCC ve meme kanserinde asir1 derecede ifade edildigi gosterilmistir (Li
ve ark., 2024). KALRN (060229-2), bu gen melanoma, akciger kanseri, kollekteral kanser gibi
cesitli kanserlerde mutasyona ugradigi bilidirilmistir (Li ve ark., 2020). TRIP12 (Q14669-4) timor
baslangicinda ve ilerlemesinde rol oynamaktadir. Akciger adenokarsinomunda yiiksek mutasyon
siklig1 bildirilmistir (Lee ve ark., 2021). Yapilan bir aragtirmada Wnt sinyal varliginda, kromatin
yeniden sekillenmesinde rol oynayan SWI/SNF kompleksinin katalitik bilesenini iibikitinasyona
ugratarak bu mekanizmada rol alir (Kassel ve ark., 2025). Noronal gelisim sirasinda yaygin ifade
edilen ve ndronal apoptozda rol oynayan PLXNA2 (075051-2), sizofreni ile iligskilendirilmigtir
(Wray ve ark., 2007).

4.1.8.3. Hipoksik Kosullarda Tanimlanmis Hiicre Mebmran Proteinlerinin Degerlendirilmesi

Hipoksik chamber kosullarinda tanimlanan proteinler arasindan, GO analizinde hiicre
yiizeyinde lokalize oldugu belirlenen proteinler Venn diyagraminda sunulmustur (Sekil 4.39). 2D-
A549 hiicrelerinde 130 adet protein tanimlanmistir. 3D-A549 tiimodroidlerinde 144; 3D Calu-1
tiimoroidlerinde ise 145 adet tanimlanmigtir (Sekil 4.39).

2D-A549, 3D-A549 ve 3D Calu-1°de ortak tanimlanan yiizey proteini olan SCNI1A
(P35498), gerilim-kapili sodyum kanallart (VGSC), membran boyunca sodyum iyonlarinin
gecirgenligini artiran transmembran proteinleridir. Tiimor hiicreleri ve dokulari ¢esitli iyon
kanallarma sahiptir ve bu kanallar kanser gelisiminde metastazinda rol oynayabilir. Baz
calismalarda VGSC’lerin meme kanseri, prostat kanseri gibi bazi kanserler i¢in kritik hormonlarin
salgilanmasina neden oldugu bildirilmistir. Akciger kanseri, VGSC mutasyonu yaygin goriilen
kanser tiirleri arasindadir. Kanserlerde en fazla mutasyon gozlenen VGSC’lerden biri de

SCNI1A’dir (Liu ve ark., 2024).
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Hiicre iskelet protein ailesi iiyelerinden spektrin ailesine ait 3D-A549 ve 3D Calu-1’de
ortak tanimlanan SPTBN4 (M0QZQ3) ise (membran iligkili proteinler arasindadir), hiicre dongiisii,
sinir hiicresi gelisimi gibi cesitli hiicresel siireclerde rol oynamaktadir. insan embriyonal karsinom
hiicre hatt1 olan NT2 hiicre hatt1 ile yapilan bir calismada SPTBN4 geninde yeni bir miRNA
tammlanmis (SPTBN4-miR1) ve birlikte yiliksek ifadelerinin farklilagsma siireciyle iliskili olarak
pluripotent ¢ikisi tesfik ettigi bildirilmistir (Hosseini ve ark., 2019). Ek olarak bir calismada DNA
metilasyonu ile iliskilendirilmistir (Sanchez-Mut ve ark., 2013).

2D-A549 ve 3D-A549 ortak tanimlanan PLXNB2 proteini (O15031) kaynag: bilinmeyen
primer kanserlerde (CUP,) mutasyonunun (G842C) KKH ozelliklerini destekledigi bildirilmistir
(Brundu ve ark., 2023). PTPRN2 (Q92932), vezikiil-aracil1 salg: siireclerinde rol oynayan bu
proteindir. Meme kanserinde metastatik iligkisi (Sengelaub ve ark., 2016), hipoksik kosullar altinda
PTPRN ve PTPRN2 gen degisimleri (Liang ve ark., 2018) ve  DNA metilasyonunda biyobelirte¢
rolii bildirilmistir (Tsai ve ark., 2025). CALR (P27797), kalsiyum homeastazi, adhezyonu, protein
katlanmas1 ve tiimor progresyonunda rol oynayar. Meme kanserinde HIF-1a bagimli bir sekilde
Wnt/B-katenin sinyal yolu iizerinden meme kanseri kok hiicre fenotipini tesvik ederek meme
kanseri gelisimini arttirdig1 (Liu ve ark., 2021) ve H3K9me2 metilasyonundan sorumlu olan G9a
ile etkilesime girerek DNA metilasyonuna aracilik edebilecegi bildirilmistir (Wang ve ark., 2022).
SCN9A (Q15858), VGSC protein ailesinin bir tiyesidir. Mide kanserinde yiiksek ifade edildigi ve
tiimor ilerlemesine katki sagladigi bildirilmistir (Xia ve ark., 2016).

2D-A549 ve 3D Calu-1’de tanimlanan PSENI1, akciger adenokarsinomunda Notch/EGFR
yolunu aktive ederek EMT siirecine katki saglamistir (Song ve ark., 2024). Notch sinyal yolunun
KKH’leri korudugu, EMT siirecine katildigi ve kemoterapiye direncliligi arttirarak timor
hiicrelerine hayatta kalma avantaji sagladigi bilinmektedir. SCN3A (QINY46) ise, gerilim-kapili
sodyum kanallar1 proteinlerindendir ve kanserlerde en fazla mutasyon gézlenen VGSC’lerden biri

de SCN3A’dir (Liu ve ark., 2024).

Count of Proteins

2D-A549 = Hypoxic Chamber = 130
3D-A549 = Hypoxic Chamber = 144
3D Calu-1 == Hypoxic Chamber = 145

Identified Common Cell Surface Proteins under Hypoxic Chamber

3D-A549 3D Calu-1 — i’ 015031 (PLXNB2)

| Moaza3 3D-A549 P06213 (INSR); Q15858 (SCN9IA)
AOA7S5C5N3 ViR | P27797 (CALR)
136 140

2D-A549 1_ AO0A024R6A3 (PSEN1);

1 3D Calu-1 J QINY46 (SCN3A)
5 2 —
2D-A549 P35498
e 30-AS49 - )
3DCalu-l |
2D-A549
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Sekil 4.39. A549 ve Calu-1 modellerinde hipoksik chamber kosullarinda tanimlanan hiicre
membran proteinleri.

Hipoksik chamber ve CoCl, kosullarinda tamimlanan, GO analizinde hiicre yiizeyinde
lokalize oldugu gosterilen proteinler Venn diagraminda sunulmustur (Sekil 4.40). 2D-A549 CoCl,
kosullarinda 65; 3D-A549 tiimoroidlerinde 69 protein tanimlanmigtir (Sekil 4.40).

Count of Proteins

2D-A549 = Hypoxic Chamber/Chamber = 130
2D-A549 = Cobalt Chloride/Cobalt= 65

3D-A549 == Hypoxic Chamber/Chamber = 144
3D-A549 == Cobalt Chloride/Cobalt = 69

3D Calu-1 = Hypoxic Chamber/Chamber = 145

Identified Common Cell Surface Proteins under CoCl, Hypoxia

3D-A549 Cobalt Chloride } P35499 (SCN4A);

3D-A549 Chamber P07996 (THBS1)

18queyD 6v5y-qe

2D-A549 Chamber P35968 (VGFR2)
2D-A549 Cobalt Chloride | 075128 (COBL)

2D-A549 Cobalt Chloride Qswwzz
3D-A549 Cobalt Chloride | (ABCA5)

%, P
% 3D-A549 Cobalt Chloride | Qgni35
5 3D Calu-1 Chamber (PATJ)

Sekil 4.40. A549 ve Calu-1 modelerinde hipoksik kosullarda (chamber ve CoCl,) tanimlanan hiicre
membran proteileri.

4.1.8.4. Hipoksik Kosullarda Tanimlanmis Ortak Proteinlerin Degerlendirilmesi

Caligmada yalnizca 72 saatlik chamber kosulunda hipoksik mikrogevrede biiyiitiilen 3D
Calu-1 timoroidlerinde tanimlanan proteinler ile 2D-A549 ve 3D-A549 24, 48 ve 72 saatlik
chamber kosulunda hipoksik mikrogevrede biiyiitillen Orneklerde tanimlanan tiim proteinler
herhangi bir lokalizasyon ayrimi yapilmaksizin karsilastirilmistir (Sekil 4.1). 3D-A549 ve 3D Calu-1
timoroidlerinde yalnizca 72. saatte tanimlanan gruplar arasinda yapilan karsilastirmada ortak
protein tespit edilememistir.

Analiz sonuglarina gore 3 protein 2D-A549, 3D-A549 ve 3D Calu-1 hipoksi chamber
kosullar1 i¢in ortaktir. Bu proteinlerden niikleusta lokalize olan ZC3H13 iki farkli hiicrede ve iki
farkli hiicre kiiltiirii modelinde normoksi ve hipoksi (CoCl, ve Hipoksik chamber) farketmeksizin
tanimlanmigtir. Tanimlanan diger bir protein olan SCN1A (P35498), gerilim-kapili sodyum
kanallart1 (VGSC), membran boyunca sodyum iyonlarmin gegirgenligini artiran transmembran
proteinleridir. PCSKS (Q92824) ise, kalsiyuma bagimli bir serin proteazlardan olusan proprotein
konvertaz subtilisin kexin (PC/PCSK) ailesinin tiimor ilerlemesini diizenleyen bir iiyesidir. Bu
proteaz ailesi olgunlagmamis proteinleri isleyerek fonksiyonel proteinlere doniistiiriirler. PCSK5

ayrica VEGF-C ve VEGF-D’yi isleyerek VEGFR-3 ve VEGFR-2 ile etkilesimini arttirir. Bu
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etkilesimler sonucunda anjiyogenez ve lenfanjiyogenezi arttirarak tiimor biiyiimesi ve metastazini
artirir (Gong ve ark., 2025).

3D Calu-1 ve 3D-A549 tiimoroidlerinde hipoksik chamber kosulunda ortak olarak
tanimlanan proteinlerin 13 proteinin 10 tanesinin yalnizca bu iki grupta ortaktir (SekilX). SekilX.c
‘de bu ortak 10 proteine ait GO analizleri ve protein “Uniprot accession” numaralari ve
“protein/gen isimleri” verilmistir. Bu proteinleriden 6zellikle ECM’nin 6nemli bilesenlerinden
LAMB2 (P55268) ile ilgili literatiirde hipoksiye direngli mide kanseri hiicrelerinden salinan
vezikiiler ile tasmarak normoksik kosullardaki mide kanseri hiicrelerinin metastatik karakterini
arttirabilecegine yonelik bulgulara deginilmistir (Li ve ark., 2024). ASXL2 (Q76L83), epigenetik
regiilasyonda, gen ekspresyonun dengelenmesinde ve hiicre farklilagmasinda rol oynayan ASXL
ailesinin bir tiyesidir. ASXL2, diger ASLX iiyelerinden daha genis bir tiimor spektrumuna sahiptir
ve karsinogenezde cesitli onemli roller iistlenmektedir. ASLX2 mutasyonlari mesane tiimorleri,
myleid tiimorleri ve KHDAK tiimédrlerinde yaygin olarak bulunur. ASXL2’nin asir1 ifadesi ise
kolekteral kanserde kotii prognoz ile iliskilendirilmistir. Meme kanserinde ise asir1 ifadesi timor
malignatiseni hizlandirdig1 bildirilmistir. Ancak HCC doku ve hiicre profilinde ASXL2’nin ifade
diizeyinin belirgin bir sekilde azaldigr ve bu azalmanin hiicre biiylimesi, gé¢li ve invazyonunu
etkiledigi bildirilmistir. Ayrica nazoferengal karsinom (NPC) iizerinde yapilan bir caligmada
ASXL2’nin T hiicrelerinin aktivasyonunu arttirdign gosterilmistir. Boylece ASXL2’nin timor
ilerleyiginin yani sira tiimor mikrogevresi ve bagisiklik iizerinde de etikisi oldugu anlasilmaktadir
(Liu ve ark., 2024). Yine bagka bir ¢aligmada, petrol ve hipoksi gibi ¢evresel faktorler ile maruz
birakilan baliklarda, transkripsiyon ile ilgili genlerde DNA metilasyon degisikliklerinin kalici
olarak devam ettigi gosterilmis, bunun da epigenetik diizenlemelerin strese bagli yeniden
sekillenebilecegini ortaya koyabilecegi bildirilmistir (Jones ve Griffitt, 2022). Spektrin ailesine ait
SPTBN4 (M0QZQ3) ise, hiicre dongiisii, sinir hiicresi gelisimi gibi ¢esitli hiicresel siireglerde rol
oynamaktadir. insan embriyonal karsinom hiicre hatti olan NT2 hiicre hatt1 ile yapilan bir
calismada SPTBN4 geninde yeni bir miRNA tanimlanmis (SPTBN4-miR1) ve birlikte yiiksek
ifadelerinin farklilagma stireciyle iligkili olarak pluripotent c¢ikisi tesfik ettigi bildirilmistir
(Hosseini ve ark., 2019). Ek olarak bir calismada DNA metilasyonu ile iliskilendirilmistir
(Sanchez-Mut ve ark., 2013). Bromodaomain ve PHD parmak igeren protein 3 olarak bilinen
BRPF3 (Q9ULD4), HBOI histon ve asiltransferaz (HAT) igeren ve bagka alt birimler ile tetramerik
bir iskele olusturan bir protein olarak tanimlanir. Histon modifikasyonlar1 transkripsiyon,
replikasyon ve onarim siiregleri gibi kritik hiicresel olaylarin diizenlenmesinde yer alirlar.
Bromodomainler, gen transkripsiyonunu kolaylagtirmak amaciyla histon kuyruklarimdaki
asetillenmis lizin kalintilarim1 taniyan evrimsel olarak korunmus modiillerdir. BRPF3’iin
yumurtalik kanserinde yiiksek ifade edildigi ve diisiik sagkalim ile iliskili oldugu bildirilmistir
(Barman ve ark., 2021; Bitler ve ark., 2023). SLTM (Q9NWHY9), DNA ve RNA baglayici bir

bolgeye sahip niikleusta lokalize bir proteindir ve transkripsiyon baskilayici olarak gorev yapar.
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SLTM’nin baskilanmasi, hiicre dongiisii bozukluklari, kromatin kondensasyonu ve sitokrom-c
salimimi ile apoptozu uyarabilir. HCC’de yapilan bir ¢alismada bir¢ok tiimoriin progresyonunda rol
oynayan ve kotii prognoz ile iligilendirilen DTL (denticleless E3 ubikiitin protein ligaz homologu)
hipoksik mikrogevrede HIFla araciligiyla tranksripsiyonel olarak aktive edilmistir. DTL,
SLTM’nin ubikiitinasyonunu ve bozunmasina neden olarak SLTM’nin Notch sinyal yolunu
iizerindeki baskisimi azlatir ve bdylece Notch sinyal yolu aktive edilir. Bdylece DTL ongogenik
islevini yerine getirir. Sonug olarak HIF1a/DTL/SLTM birlikte HCC tiimor progresyonunda 6nemli
oldugu bildirilmistir (Chen ve ark., 2024). ZNF644 (Q9H582), niikleusta lokalize, C2H2 benzeri
cinko parmak motifleri iceren ve G9a/GLP ile etkilesen ve histon metilasyonunda rol bir proteindir.
Histon modifikasyonlarinda meydana gelen degisiklikler progenitor hiicrelerin, hiicre dongiistinden
cikmalarint ve farklilasmasini saglayabilmektedir. Bu siireglere etki eden molekiillerden biri de
G9a/GLP’dir. Bu molekiiller embriyogenez sirasinda hiicre farklilasmasinda rol oynarlar.
Embriyonik kok hiicrelerde pluripotens ile iliskili genlerin uzun siireli susturulmasini saglarlar.
ZNF644’iin G9a/GLP ile stabil bir kompleks olusturuldugu bildirilmistir (Olsen ve ark., 2016). Ek
olarak ZNF644’iin yiiksek ifadesi meme kanseri tedavisinde radyasyon tedavisine duyarliligi
etkilemesi ile iligkilendirilmistir (Zhao ve ark., 2023). INF2 (Q27J81) aktin polimerizasyonu ve
depolimerizasyonunda rol oyanayan formin ailesine ait bir proteindir. Bazi tiimorler i¢in onkogenik
bazi tiimorleri i¢in ise tiimor baskilayici olarak tanimlanmistir. INF ayrica oksidatif stres ile de
iligkili bir proteindir (Zhao ve ark., 2022). Yiiksek ifadesinde apoptozu tetiklerken, susturuldugu
calismalarda HIF1a ifadesi artmistir. INF2 mitokondriyal stresi module ederek ve HIFla sinyal
yolunu bastirarak oksidatif stres aracili hiicre 6liimii igin yeni bir araci olarak tanimlanabilecegi
bildirilmistir (Chen ve ark., 2019). IFIH1 (Q9BYX4) ise, cift iplikli RNA’y1 indiikleyerek immiin
sisteme katilir. PSATI-IRF1-IFIH1 ekseni araciligiyla transkripsiyonel yeniden programlanmay1
tesfik eder ve akciger kanseri hiicre metastazini etkiler. Ayrica ilag direngli yumurtalik kanserinde
asir1 ifade edilmektedir (Li ve ark., 2024).

Hipoksik chamber kosulunda 2D-A549 ve 3D Calu-1 arasinda 10 adet ortak protein
tanimlanmis ve bu proteinlerden 7’si (uniprot accession no: AOA024R6A3, QINY46, 014802,
QINVS5S, Q8IYDI, QO05BV3, 094964) bu iki grupta da saptanmistir. Bu proteinlerden 10 protein
arasinda yer alan, Q5T200, 094964 ve QINVS58 uniprot numarali proteinler 72h’lik hipokside
ortaktir. PSEN1 (AOA024R6A3), Notch reseptorleri gibi integral proteinlerin intramembran
boliinmesini katalize eden gama-sekretaz kompleksinin olasi alt birimi olarak tanimlanmistir.
PSEN1, Alzheimer, kolon karsinomu, mesane, HCC ve insan T hiicreli akut lenfoblastik 16semiler
ile ilgkilendirilmistir (Meng ve ark., 2016). Ek olarak DNA metilasyonu ile de iligkilendirilmistir
(Kunoh ve ark., 2024). SCN3A (QINY46) ise, gerilim-kapili sodyum kanallar1 proteinlerindendir
ve kanserlerde en fazla mutasyon gozlenen VGSC’lerden biri de SCN3A’dir (Liu ve ark., 2024).
RNF19A (QINVS58), E3 ligaz aktivitesine sahip RING parmak protein siiper ailesidir. Literatiirde
cesitli kanserlerde RNFI9A diizensizligi veya islev bozuklugu dogrulanmigtir. Yiiksek
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ekspresyonunun KHDAK hastalarinda kétii progrognoz ile ilgkilendirilmistir (Deng ve ark., 2024).
Prostat kanseri ilizerinde yapilan bir ¢alismada RNF19’un TRIP13’{i ubiquitin ile isaretledigi ve
Androjen reseptorii ve HIFla tarafindan transkripsiyonel olarak aktive edildigi bilidirilmistir
(Zhang ve ark., 2023).

Hipoksik chamber kosulunda 2D-A549 ve 3D-A549 arasinda 14 adet ortak protein
tamimlanmig ve bu proteinlerden 11°si (uniprot accession no: Q92932, 043719, AOA3B3IS53,
Q15858, P60709, Q6DN14, 015031, Q9P2KS8, P06213, Q13459, P27797) bu iki grupta da
saptanmistir. Bu proteinlerden ilki, PTPRN2 (Q92932), vezikiil-aracili salgi siireglerinde rol
oynayan bu proteinin meme kanserinde metastatik etkisi incelenmistir (Sengelaub ve ark., 2016).
Yine meme kanseri hiicre hatlarinda yapilan bagka bir aragtirmada hipoksik kosullar altinda
PTPRN ve PTPRN2 gen diizeyindeki ifadeleri aragtirilmistir (Liang ve ark., 2018). Ayrica DNA
metilasyonunda potansiyel bir metilasyon biyobelirteci olabilecegi bildirilmistir (Tsai ve ark.,
2025).

HTATSF1 (043719) ise tiim kosullarin normoksik kosullarinda da ortak olarak tanimlanan
proteinlerden biridir. KAT6A (AOA3B3IS53), epigenetik modifikasyonlarinin diizenlenmesinde,
genomik stabiltenin korunmasinda ve bagislik tepkisinin aktivasyonunda, hematopoetik ve noral
kok hiicrelerin bakiminda ve hiicre yaslanmasinda rol oynamaktadir. Losemi, HCC ve meme
kanseri gibi pekgok kanser tilirlinde onkogen oldugu bildirilmistir (Zheng ve ark., 2025).
KAT6A min kok hiicre iliskili ¢alismalarida literatiirde yerini almaktadir (Fei ve ark., 2021). Ca*™
sensorii olan MCTP1 (Q6DN14) ise, prostat kanserinde yapilan bir ¢alismada hipoksiye bagl bir
sekilde uyarildigini; tiimor gelisiminde EMT siirecini tesfik ettigi bildirilmistir. Tedavide
hedeflenmesinin prostat kanserinde noroendokrin farklilagmay1 6nleyebilecegi 6ngoriilmektedir
(Liu ve ark., 2024). Yapilan bir ¢alismada MCPTI1 geninin ilaca direngli 6zofagus kanseri
hiicrelerinde hipermetile oldugu gosterilmistir (Kong ve ark., 2021). Transmembran bir protein
olan Plexin-B2 (0O15031), bircok tiimdrde yiiksek ifade edildigi bildirilmistir. Meme kanseri
iizerinde yapilan bir aragtirmada kanser kok hiicreselligi, hiicre dongiisii ve hiicre kiimelenmesi ile
iligkisini belirlemislerdir. Dolasimda olusan hiicre kiimelenmesinin, akciger metastazini tesfik
edebilecegi bildirilmistir (Schuster ve ark., 2023). Baska bir aragtirmada ise ayni aileden olan
Plexin-B3’iin hipoksi indiiklenen MET/SRC/FAK ve MET/SRC/STAT3/NANOG sinyal yollar
icin gerekli oldugu, hem hiicre gocii hemde KKH o&zelliklerinin kazanilmasi ile ilgkili oldugu
bildirilmistir (Zuo ve ark., 2023). Glioblastoma kok hiicre hatti kullanilarak ile yapilan bir
aragtirmada Plexin-B2’nin invazivlik kazanmalarinda rol oynadig bildirilmistir (Huang ve ark.,
2021). EIF2AK4 (Q9P2KS8) amino asit yetersizliginde rol oynayan bir protein kinazdir. HCC ile
iligkilisi arastirillmigtir (Wen ve ark., 2021). Diger ortak proteinlerinden olan insiilin reseptorii
(P06213), bir tirozin kinaz reseptoriidiir. Miyozinler ATPaz aktivitesine sahip, aktin temelli motor
molekiiller olarak bilinir. GTPaz aktivatorii olarakta gorev yapan konveksiyonel olmayan

miyozinler (Q13459), hiicre i¢i organizasyonda rol oynar. ATP varliginda ve yoklugunda kuvvetli
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bir afinite ile baglanir. CALR (P27797), kalsiyum homeastazi, hiicre adhezyonu, protein
katlanmas1 ve tiimor progresyonunda rol oynayan bir proteindir. Meme kanserinde yapilan bir
calismada CALR’1n HIF-1a bagimh bir sekilde Wnt/B-katenin sinyal yolu {izerinden meme kanseri
kok hiicre fenotipini tesvik ederek meme kanseri gelisimini arttirdigi bildirilmistir (Liu ve ark.,
2021). Baska bir arastirmada ise CALR’mm H3K9me2 metilasyonundan sorumlu olan G9a ile
etkilesime girerek DNA metilasyonuna aracilik edebilecegi bildirilmistir (Wang ve ark., 2022).
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Sekil 4.41. Hipoksik chamber kosulunda 2D-A549, 3D-A549 ve 3D Calu-1’da tanimlanan
proteinlerin karsilastirmali analizi.

Hipoksik chamber kosulunda 2D-A549, 3D-A549 ve 3D Calu-1 modellerinde tanimlanan
proteinlerin Venn diyagramlar Sekil 4.41 (a)’da lokalizasyon ayrimi yapmaksizin ortak olarak
tespit edilen proteinler Sekil 4.41. (b)’de ve 3D Calu-1 ve 3D-A549 tiimoéroidlerinde hipoksik
chamber kosulunda ortak olarak tanimlanmis proteinlerin GO analizleri (Gene Ontology (GO);
Molecular Function (MF); Biological Process (BP); Subcellular Localization (CC)) Sekil 4.41. (¢)’de
verilmistir. Hiicre yiizeyi, hiicre-hiicre etklisimleri, baglantilarive ECM organizasyonu vb. bu ortak
proteinler arasinda zenginlesen siiregler olmasi dikkat ¢ekicidir.

3D-A549 hipoksik chamber ve 3D-A549 CoCl, hipoksi kosullarinda ortak 8 adet protein
(uniprot accession no: 075146, Q8N6G6, QOUKES, Q8WXA9, Q7Z3U7, P35499, P07996 ve
P20962) tanimlanmistir. Bu proteinlerden bagisiklik ve tasinim mekanizmalarinda gérev yapan
HIP1R (O75146) bir¢ok tiimoriin olusumunda rol aldigi bilinmektedir. Mide kanserinde yapilan bir
arastirmada normal dokuya gore daha az ifade edildigi ve kotii prognoz ile iligkili oldugu
bildirilmistir (Zhu ve ark., 2020). ADAMTSL1 (Q8N6G6) ECM organizasyonundan ve ADAMTS
proteazlarin aktivitesinin diizenlenmesinde gorev yapmaktadir. Son yillarda ADAMTSL ailesinin

tiimor ilerlemesindeki roliinii anlamaya yonelik calismalar yapilmaya baslanmistir (Zhang, ve ark.,
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2021). Yine ortak proteinlerden biri olan TNIK (Q9UKES) Wnt sinyal yolunun temel aktivatorii
olarak gbrev yapan serin/treonin kinazdir. Wnt sinyal yolu KKH 6zelliklerinin korunmasinda rol
oynar (Masuda ve ark., 2016). Ek olarak kolekteral kanserin proliferasyonunda ve ilerlemesine
katki saglar (Takahashi ve ark., 2015). Alternatif splaysing mekanizmasinda rol oynayan SREK1
(Q8WXA9)’e ait bir varyantinin (ekson 10 igeren) HCC tiimdrlerinde yiiksek ifade edildigi ve kotii
prognoz ile ilgkili oldugu bildirilmistir (Chang ve ark., 2022).Kargo proteinlerinin membran
trafigini diizenlenmesinde rol oynayan MON2’de (Q7Z3U7) ortak proteinler arasindadir. Diger
ortak protein olan SCN4A (P35499), VGSC (voltaj kapili sodyum kanallar1) proteinlerdir.
SCN4A’nin tiimor gelisiminde ve bagisikliga sizan hiicrelerin diizenlenmesinde rol oyandigi
gosterilmistir (Lin ve ark., 2020). ECM proteinlerinden olan Thrombospondin-1 (P07996), tiimor
mikrogevresinde ana rol oynar. Thrombospondin-1 ayrica anjiyogenez inhibitor gdrevi goriir.
Ayrica kanser immiin kagisinda da rol oyanar. Tiimdr ilerlemesindeki rolii mikrogevrenin ve
hiicresel bilesimine bagli olarak ¢ok yonliidiir, bazi durumlarda zit olabilmektedir. Sonu¢ olarak
apoptoz, istila, goc, bagisiklik ve yapisma, kok hiicre devamliligi gibi siirecleri, diizenledigi
bildirilmistir (Huang ve ark., 2017; Kaur ve ark., 2021). Tiimor olusumunda ve ilerlemesinde alfa-
timozin ailesinin bir iiyesi olan Parathymosin (PTMS) (P20962), erken DNA replikasyonunda
gorev almaktadir. Cesitli arastirmalarada homologu PTMA ile birlikte ifade seviyelerinin timor
gocl, malignitesi ve prognoz ile iliskili oldugu bildirilmistir (Chen ve ark., 2018; Xiong ve ark.,
2022).

2D-A549 hipoksik chamber ve 2D-A549 CoCl, hipoksi kosullarinda ortak 4 adet protein
(uniprot accession no: Q08050, 075128, P35968 ve QI13219) tamimlanmistir. Bu ortak
proteinlerden ilki olan FOXM1 (Q08050), DNA replikasyonunda ve mitozda rol oynayan genlerin
ifadesini diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. Ayrica FOXMI insan kanserlerinin (akciger,
meme, HCC, pancreas) bir ¢ogunda ifade edilmistir ve hiicre gogii, metastaz, anjiyogenez
stireclerinde rol oynar (Quan ve ark., 2013; Halasi ve Gartel, 20113). HeLa, HepG2 ve MCF-7
hiicreleri ile yapilan bir calismada FOXM1’in hipoksik kosullarda arttigini, aslinda HIFla’nin
FOXM1’in promotoriine baglandigim1 bildirmislerdir (Xia ve ark., 2009). Daha da Onemlisi
FOXMI1, pluripotens iligskili genlerin (SOX2, KLF4, OCT4) transkripsiyonunu uyardigi
bilidirilmigtir (Kelleher ve O’Sullivan, 2016). Bagka bir aragtirmada ise DNA metilasyonu ile
iligkilendirilmistir (Teh ve ark., 2021). COBL (0O75128) ise aktin iskeletinin yeniden
organizasyonunda rol almaktadir. Yapilan bir arastirmada akciger kanserinde DDC (Dopa
dekarboksilaz) ve COBL arasinda hiicre dongiisiinde rol oyanayan yeni bir miRNA bulundugu
bildirilmistir. Vascular endothelial growth factor receptor 2 (P35968) ise bilindigi lizere VEGF-A,
VEGF-C ve VEGF-D ig¢in bir hiicre yiizeyi reseptorii gorevi goren tirozin protein kinazdir.
Anjiyogenez, vaskiiler gelisim ve gecirgenlik gibi énemli siireglerde rol oyanar. Ayrica endotel
hiicrelerin, ¢ogalmasini, hayatta kalmasini, migrasyonunu ve farklilasmasini saglar. Aktin

iskeletinin yeniden diizenlenmesinde de rol oyandigi bildirilmistir. Hipoksi ile de iliskisi

86



(anjiyogenez vb. siiregler) bilinmektedir. Son olarak epigenetik modifikasyonlar ile
iligkilendirilmistir (Hedge ve ark., 2020). Pappalysin-1 (Q13219), IGF (insulin benzeri biiyiime
faktoril) ailesinin bir lyesidir. Pappalysin-1, IGF baglayic1 proteinleri (IGFBP) keserek serbest
birakir. Pappalysin-1 gesitli epitel kanseriyle iliskilendirilmistir.

3D Calu-1 hipoksik chamber ve 3D-A549 CoCl, hipoksi kosullarinda ortak 6 adet protein
(uniprot accession no: AOA096LNLY9, Q8NI35, Q9UHB7, P24821, Q93074 ve Q8WWL7)
tanimlanmistir. Bu ortak proteinlerden ilki bir kromatin yeniden sekillenmesinde ve
transkripsiyonel diizenlemelerde rol oyanayan ATRX’dir (AOA096LNLY). insan kanserlerinde
siklikla mutasyona ugramistir (Pang ve ark., 2023). PATJ (Q8NI35) proteinlerin hiicre zaria
lokalizasyonlarini kolaylastiran bir iskele proteinidir. Meme kanseri ile yapilan bir calismada meme
kanseri kok hiicrelerine ait sekrotomdan elde edilen biyobelirtec potansiyeli bildirilmistir
(Margaret ve ark., (2024). AFF4 (QO9UHB7), super elongation complex (SEC) transkripsiyon
kompleksinin bir bilesenidir. AFF4 ¢ok sayida pluripotensi faktoriiniin transkripsiyonel uzamasinin
diizenlenmesinde gorev alir. Bas boyun skuamdéz hiicreli karsinomda SOX’u artirarak, tiimor
baslatic1 kapasiteyi artirabilecegi bidlirilmistir (Gao ve ark., 2020). TNC (P24821) bir ECM
proteinidir. Onkogenez sirasinda gecici olarak ifade edilir. TNC KKH ile iliskilendirilmistir.
Tlimorlerde anjiyogenezi uyarir (Yang ve ark., 2019). MED12 (Q93074) RNA polimeraz II’ye
bagli genlerin transkripsiyonunda koaktivator olan “Mediator” kompleksinin bir bilesenidir. Wnt
sinyal yolu ile SHH (Sonic Hedgehog) sinyal yolu hedeflerinin sinyal yolunu diizenleyebilir.
MED12 mutasyonlar1 gesitli kanserlerde goriilmiistir. MED12’nin asag1 regiilasyonu, TGF-Beta
reseptOr sinyalinin diizenlenmesi ve EMT nin uyarimi yoluyla kolon ve akciger kanserinde ilag¢
direnci ile ilgkilendirilmistir (Luo ve ark., 2018). Siklin ailesinin bir {yesi olan CCNB3
(Q8WWL7), meme kanserinde yiiksek ifadesinin, daha yiiksek sagkalim ile iligkili oldugu
bildirilmistir (Liu ve ark., 2022).

4.1.9. Proteomik analiz sonras1 tammlanan bazi proteinlerin mRNA diizeyindeki ifade
degisikliklerin arastirilmasi

2D-A549 ve 3D-A549 tiimoroidlerinde tanimlanan proteinlerden se¢ilmis hiicre yiizeyinde
ve hiicre icinde lokalize olan bazi proteinlerin gen diizeyindeki ifade degisiklikleri 3D-A549
modelinde analiz edilmistir. Ek olarak bu proteinlerin iki hipoksi modelindeki ifade degisikleride
arastirilmstir.

3D-A549 tiiméroidlerinde hiicre yiizeyinde lokalize olan; CXCS (Chemokine XC receptor
1), CD138 (Syndecan-1), NOTCH2NL-B (Notch homolog 2 N-terminal-like protein B),
(NOTCH2NL-B, NOTCH2NL’nin bir paralogudur), TSPN17 (TSPAN17, Tetraspanin 17) ve
FCERI1G (High affinity immunoglobulin epsilon receptor subunit gamma) genlerinin iki farkli
hipoksi modelinde mRNA diizeyindeki ifade profili incelenmistir. Internal kontrol olarak GAPDH
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kullanilmugtir. Istatistiksel analiz olarak one-way ANOVA uygulanmustir; anlamlilik diizeyleri
grafik iizerlerinde gosterilmistir (Sekil 4.42).

Beyin korteksi gelisiminde rol oyanayan ve néronal kok hiicre popiilasyonunu arttidirigina
dair ¢aligmalar bulunan NOTCH2NL-B mRNA ifadesinin, hipoksi chamber 48. saatte anlamli bir
artis (1.305) gostermistir (Suzuki ve ark., 2018; Lodewijk ve ark., 2020). Tiimor mikrogevresinde
de rol oynadigi bilinen ve bagisiklik sistemi iligkili bir gen olan FCER1G, hipoksik chamber
sisteminde anlamli bir artis (10.8645) gostermistir (Yang ve ark., 2022; Zhang ve ark., 2022).
Hipoksik chamber modelinde, tiimor hiicresinin biiylimesi, metastazi ve invazyonunda rol aldig1
bilinen bir transmembran bir protein olan TSPN17, 24. saatte artis (2.43123) gozlenmistir (Sekil
4.42) (Guo ve ark., 2019).

Chamber modelinin aksine CoCl, modelinde, NOTC2NL-B ifadesinde anlamli azalis ve
artig goriilmezken, FCER1G da hipokside belirgin biz azalma (Control; 1.00027; 24h 0.310895;
48h 0.935161) goriilmektedir. TSPN17°de 48. saatte belirgin bir artis goriilmektedir (Control;
1.10747; 24h 0.713306; 48h 2.87551). Chamber sisteminden farkli olarak NOTCH2NL (Notch
homolog 2 N-terminal-like protein) 24. saat hipokside kontrole gore anlamli bir azalis (0.449403)
gostermistir. Kemokin ailesinin bir iiyesi olan CXLCS5 geni ifadesinde, kontrole kiyasla 24.
(0.263089) ve 48. (0.428878) saatte anlamli bir azalma vardir . Hiicre ¢ogalmasi, migrasyonu ve
invazyonunda rol oynayan CD138, hipoksik chamber ve CoCl, modelinde de anlamli bir degisime

rastlanmamustir (Sekil 4.42) (Mennerich ve ark., 2024; Qi ve ark., 2018).
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Sekil 4.42. Proteomik analizler sonucunda tanimlanan bazi hiicre membran proteinlerinin, hipoksik
kosullarda 3D-A549 tiimoroidlerinde mRNA ifadeleri
3D-A549 tiiméroidlerinde hiicre icinde lokalize olan (intraseliiler); ATXN3 (Ataxin 3),

TKT (Transketolase), ENO1 (Alfa enolase), PKM (Pyruvate kinase) ve PTMS (Parathymosin)
genlerinin mRNA diizeyindeki kat degisimi Sekil 4.43’te sunulmustur. Internal kontrol olarak
GAPDH kullanilmustir. Istatistiksel analiz olarak one-way ANOVA ve unpaired t-test

uygulanmustir; anlamlilik diizeyleri grafik iizerlerinde gosterilmistir.
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Hipoksik chamber kullanilarak olusturulan modelde, hiicre iginde lokalize oldugu
belirlenen ATXN3, TKT, ENO1, PKM ve PTMS genlerinin 3D-A549 tiimoroidlerinde mRNA
ifade profili aragtirllmigtir. ATXN3, TKT, ENO1, PKM ve PTMS genlerininin genel olarak anlamli
ve belirgin bir sekilde yliksek ifade diizeyleri dikkat ¢ekmektedir. CoCl, hipoksi modelinde ise
hiicre i¢inde lokalize oldugu belirlenen ATXN3, TKT ve PTMS genlerinin mRNA ifade profili
arastirilmigtir. Hiicrede i¢inde daginik lokalize olan ATXN3; ¢esitli kanserlerde onkogen olarak rol
aldig1 bilinmektedir (Cheng ve ark., 2024). Hipoksik chamber modelinde de ATXN3, 48. saatte
anlaml1 belirgin bir artis (8.72804) gostermisken, CoCl, modelinde 24. saatte anlamli bir diists
(0.429607) gostermistir. EMT siirecinde, kemoterapi direnci gibi kanserde birgok olayin
diizenlenmesinde rol oynayan TKT; 3D-A549 hipoksik chamber modelinde 48. saatte anlamli
belirgin bir artis géstermisken, CoCl, 24. saatte anlaml1 bir azalig gostermektedir. PTMS ise; hiicre
cogalmasinda gorevli niikleer bir protein olup pek cok kanser tiiriinde yiiksek ifade ettigi
bildirilmistir. PTMS, 3D-A549 hipoksik chamber modelinde anlamli ve yiiksek bir sekilde hem 48.
saat (16.5273) hem de 72. saatte (3.8932) ifade edilirken, CoCl, modelinde ise &zellikle 48. saatte
anlaml1 azalma (0.29) gostermistir (Sekil 4.43) (Letsas ve ark., 2007; Hao ve ark., 2022).

Hem hiicre yilizeyinde hem hiicre i¢inde bulunan ve glikolizde gorev alan ENO1 pek ¢ok
kanser i¢in onkojen olarak gérev yapar. Plazminojen reseptorii olarak gdrev yapmasinin diginda
angiyogenezi uyararak kanser gelisimine katki saglar (Huang ve ark., 2022). ENO1 hipoksik
chamber modelinde 24. saate (0.185) kiyasla 72. (1.05) saatte anlamli bir sekilde arttig
gozlenmektedir. Glikolizde gorev alan ve cesitli timor siireglerinde rol oyanayan PKM, hipoksik
chamber modelinde 3D-A549 tiimdroidlerinde 48. saatte anlamli yliksek (6.42235) bir sekilde ifade
edilmistir (Sekil 4.43) (Israclsen ve Vander Heiden, 2015).
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Sekil 4.43. A549 modellerinde tanimlanan bazi hiicre i¢inde lokalize olan proteinlerinin, hipoksik
kosullarda 3D-A549 tiimoroidlerinde mRNA ifadeleri
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4.2. Tartisma

Bu arastirmada KHDAK tiiméroidlerinde hipoksik ve normoksik mikrogevre kosullarinda,
ozellikle akciger kanseri kok hiicrelerine iligkili mekanizmalara odaklanilmis, ayrica tani ve
tedavide kullanilabilecek potansiyel biyobelirteg adaylarimin tanimlanmasi amacglanmigtir.
KKH'lerle ilgili olarak, HIF-la ve HIF-20’nin kanser hiicrelerinde kok hiicre &zelliklerini
(stemness) korudugu bildirilmistir. Her iki faktor de KKH'nin hayatta kalmasi ve stemness
ozelliklerinin korunmasinda 6nemli role sahiptir. Dolayisiyla KKH'leri mekanizmasini anlamada
ve yeni tedavi stratejilerinin ortaya c¢ikmasinda, hipoksik yolagmin timor biyolojisindeki rolii
onemlidir. ((Demirel, 2013; Schoning ve ark., 2017; Tong ve ark., 2018).

Biyobelirte¢ ¢aligmalarinda daha d6ncede degindigimiz iizere en fazla hiicre ylizey membran
proteinleri hedeflenmektedir. Ancak bu proteinlerin izolasyonu, tanimlanmasi kolay bir siire¢
degildir. Miktarsal olarak hiicrede az bulunmalari, ¢ézlintirliikleri, lipid igerigi, hidrofobik yapilar
ve integral proteinlerin varligt bu siireci karmasik hale getirmektedir.Yine de teknolojinin
gelismesiyle artan yontemsel cesitlilikler bu zorluklarin kismi olarak iizerinden gelinmesini
saglanustir. Ozellikle kanser gibi oliimciil ve hayat kalitesini diisiiren hastaliklar igin bu
proteinlerden, yeni biyobelirteglerin tanimlanmasi ¢ok degerlidir. Bilindigi iizere kanserde
tekrarlama veya niiks etme oranlari, ya da tedaviye direng gelistirme vb. siireglere KKH olarak
tanimladigimiz hiicrelerin ¢ok biiyiik etkisi vardir. KKH’ni hedefleyen tedaviler veya
biyobelirteglerin kesfi; kanserin niiksiinii ve direng gelistirmesinin Oniine gegebilir. Bu yalnizca
akciger kanseri i¢in degil biitlin kanser tiirleri i¢in 6nemlidir (Atar, 2018).

Bu aragtirmada 2D ticari akciger kanseri hiicre hatlarindan tiiretilen 3D tiiméroid model
kullanilmigtir. Bu hiicre hatlar1 (A549, Calu-1) 3D formasyona uygun hiicrelerdir. Bilindigi lizere
3D hiicre kiiltliriniin canli doku mimarisini daha iyi mimik etmesi, tam1 ve tedaviye doniik
calismada daha giivenilir sonuglarin elde edilmesini saglamaktadir. Bu amagla arastirmada 3D
formasyon, hem ECM destekli hem de yalnmizca hiicre-hiicre baglantilariin 6ne ¢iktig
modellemelerden olusturulmustur. ECM destekli 3D modeli olarak matrigele modelinde, 2D ticari
hiicre hatlarindan elde edilen tek hiicre tipinden uzaklagmak ve hiicrelerde farklilasmay1 saglamak
amaciyla bazi destekleyici malzemeler tiiméroid ortamina dahil edilmistir. Bdylece matrigel
destekli tiimoroidlerde farklilasma saglanmis, hem ECM benzeri malzemenin (3D-A549) hem de
hiicre-hiicre baglantilarinin meydana gelmesiyle olusan (3D-A549 ve 3D Calu-1) 3D KHDAK
tiimoroid modelleri gelistirilmistir. Diger yandan baska bir 3D tiimoroid modeli olan agaroz
destekli akciger tlimdroidlerinde ise herhangi bir farklilagtirmay1 saglayan bir destekleyici malzeme
tiimoroid ortamima eklenmemistir. Bu modelleme, agarozun hiicrelerde 3D formasyonu uyarmast
ve KKH gelisimini indiiklemesine dayali olarak (Li ve ark., 2021) yapilmistir. Bu iki modelin
optimizasyonu ve validasyonu saglanmistir. Ayrica benzer kosullarda parafine gomiilerek kesitleri
alman 3D-A549 ve 3D Calu-1 tiimoroidlerine ait doku 6rnekleri HXE ile boyanarak histolojik

olarak karsilagtirilmigtir. Her iki hiicre hatt1 da oldukga kii¢iik doku kitlesi olusturmasina ragmen,
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3D-A549’a ait kesitlerde dokunun mikroskopik diizeyde daha dagimik bir goriinim sergiledigi,
hiicre sinirlarinin daha belirsiz oldugu ve doku biitlinliigiiniin kismen zayif oldugu dikkat ¢ekmistir.
Buna karsilik 3D Calu-1 tiimoroidlerden elde edilen kesitlerde, daha kompakt, diizenli ve solid
yapilarin izlendigi; hiicre simirlarmin daha belirgin oldugu goézlemlenmistir. Hiicreler bir araya
geldiginde olusturdugu 3D yap1 ¢esitli etkenlere gore daha az kompakt veya kompakt kiirecikler
(3D yap1, doku, sferoid, tiimoroid) olusabilmektedir. 3D morfolojisi; hiicre tipi, yogunlugu, kiiltiir
ortami, kiiltlir yontemi ve mekanik stres gibi cesitli faktdrlerden etkilenebilmektedir. Bu 3D
yapilar1 kompaktliklarina gore ii¢ gruba ayirmak miimkiindiir; kompakt kiireler (compact sferoids),
stkr kiimeler (tight aggregates) ve gevsek kiimeler (loose aggregates). Kompakt kiireciklerde
hiicreler birbirine sikica baglidir ve hiicreleri tek tek ayirt etmek zordur. Siki veya gevsek
kiimelerdeki hiicreler tam bir kiire olusturmazlar ve kolayca parcalanabilirler. Bu durumlar kesit
aliminda doku biitiinliigiiniin bozulmasina etki edebilmektedir (Han, ve ark., 2021). HXE ve IHC
kesitlerinde A549’un olusturdugu 3 boyutlu yapidaki (yani doku) baglantilarin, Calu-1’e kiyasla
daha az kompakt olmasi, biiyiik 6l¢iide kesit alimindan kaynaklandigi, ayn1 zamanda hiicrelerin
biyolojik ve yapisal 6zelliklerininde bu siireci destekleyebilecegi diisiiniilmektedir. Parafin blok
hazirlanmasi ve kesit alinmasi sirasinda dokunun fiziksel biitiinliigiinii etkileyebilmekte, histolojik
degerlendirmede yapisal farklar yaratabilmektedir. Ayrica hiicreler arasi matriks yogunlugu,
adezyon molekiilii ekspresyon diizeyleri ve hiicre polaritesi gibi faktorler de bu histolojik farkliliga
katkida bulunabilir. A549 hiicrelerinin adenokarsinom kokenli bir olmasi daha epitelyal karakterde,
sik1 hiicre-hiicre baglantilarima sahip olabilirken; Calu-1 daha invaziv, mezenkimal/bazaloid
ozellikler gosteren bir skuamdz hiicre hattidir. Sonug olarak, HXE boyamada gozlenen bu yapisal
farklar, sadece morfolojik bir gdzlem olmanin 6tesinde, hiicre hatlarinin biyolojik davraniglar ve
doku mimarisi agisindan 6nemli ipuglari sunarken, ilerleyen ¢aligsmalarda immiinohistokimyasal ya
da ultrastriiktiirel diizeyde yapilacak analizlerle desteklenmelidir.

Kompakt bir organizasyon gosteren 3D tiimoroidler, normal oksijen seviyelerinde de
heterojen bir hiicre organizasyonuna sahiptir ve merkezine dogru gidildik¢e hipoksinin arttigi
bilinmektedir. Diiflizyon yoluyla beslenen tiiméroidlerde yapinin her yerine esit miktarda besin ve
oksijen ulasamaz, dolayisiyla merkezine dogru hipoksik belirteclerin ekspresyonu artabilir.
Boylece normal tiimor kitlesinde oldugu gibi, tiimoroidlerde de farkli katmanlarda degisen
siddetlerde hipoksi goriilebilmektedir (Li ve ark., 2021). Bu durum 3D Calu-1 tiiméroidlerinde
yapilan IHC analizinde GLUT1 boyamasinda karsimiza ¢ikmustir. Ozellikle normoksik dokunun
periferik bolgelerinde zayif pozitif 1(+) ya da tamamen negatif boyanan alanlar gézlenirken, santral
bolgelerde GLUT1 ekspresyonu 2(++) ve 3(+++) diizeyinde daha yogun olarak saptanmistir. Bu
durum, normoksik kosullarda dahi doku kitlesinin santral bolgelerinin yeterli oksijen difiizyonu
saglayamamasi sonucu nispi bir hipoksiye maruz kalabilecegini gostermektedir. Bu tiir santral
hipoksik bolgeler, o6zellikle hizli biiyliyen ya da kompakt yapidaki solid tiimorlerde sikga
goriilmektedir ve bu bolgelerde GLUT1 gibi hipoksi-indiiklenebilir proteinlerin ekspresyonunun
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artmasi beklenebilir. Santral bolgelerde belirgin GLUT1 ekspresyonu saptanmasi, doku igerisindeki
mikrosantral hipoksinin 6nemini vurgulamakta ve tiimdr i¢i heterojenligin degerlendirilmesinde
sadece c¢evresel oksijen diizeylerinin degil, ayn1 zamanda doku mimarisi ve hiicre yogunlugunun da
dikkate alinmas1 gerektigini ortaya koymaktadir.

Literatiirde hipoksi aragtirmalarinda yaygin olarak kullanilan iki farkli hipoksi modeli
bulunmaktadir: hipoksik chamber sistemi ve CoCl, sistemi. Hipoksik chamber diisiik oksijen
konsantrasyon bagimli bir sistem oldugu i¢in fizyolojik hipoksiyi daha gercek¢i mimik etmesi
nedeniyle aragtirmalarda siklikla tercih edilir. Kobalt, PHD (Prolin hidroksilazlar) enzimleri
iizerindeki demir baglanma bolgelerine etki ederek HIF1a'nin stabilazyonunu ve hipoksik bir
ortamin olusumunu saglar (Mattia ve ark., 2022). CoCl, sistemi ise HIF1¢'nin stabilizasyonu
yoluyla hipoksi modeli olusturmada kullanilan hizli, erisilebilir ve ekonomik bir yontemdir. Bu
amagla bu yontemde pek ¢ok arastirmada hipoksi olugturmak i¢in kullanilmaktadir. Bu iki hipoksi
modelinin aktive edecegi veya ettigi biyolojik siirecler, yolaklar  birbirlerinden farklilik
gosterebilmektedir. Bu farkliliga ragmen genel hipoksik yanit altinda hedeflenebilecek ortak
proteinlerin tanimlanmasi biiyilk 6nem tasir. Bu aragtirmada 6zellikle KKH baglaminda verecegi
hiicresel yanitlarin benzerlik ve farklilarini kargilastirmali olarak degerlendirilmesi amaciyla her iki
model kullanilarak hipoksik kosul olusturulmustur. Bu kapsamda literatiirde akciger kanseri
aragtirmalarinda yaygin kullanan A549 hiicre hatti hem 2D hem de 3D Kkiiltiir sistemlerinde ve
hipoksi modellemelerine yonelik yapilan optimizasyon calismalarinda ana model hiicre hatti olarak
kullaniimustir.

Bu kapsamda A549 hiicreleri hem 2D hemde 3D hiicre kiiltiirii sisteminde hipoksik ve
normoksik kosullarda biiyiitiilmiistiir. Ilk olarak hipoksik chamber kosulunda hem 2D-A549 hem
de 3D-A549’de 24, 48 ve 72. saatlerde hipoksik mikrogevre olusturulmustur. KKH benzeri
hiicrelerin gelisimini indiiklemek i¢in, timoroidler uzun siireli hipoksilere maruz birakilmig ve siire
sonunda hiicre membran protein izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. Ikinci olarak CoCl, hipoksisinde
(200 uM) 8, 24 ve 48 saatlik uygulmalar gergeklestirilmis ve uygun optimizasyon siiresi 48. saat
olarak belirlenmistir. Bu nedenle 2D-A549 ve 3D-A549’den hiicre membran protein izolasyonu 48.
saatte yapilmigtir. Calu-1 hiicreleri igin ise hipoksik chamber kosullarinda 3D formasyonunun
ardindan 72. saat hipoksi ve normoksi kosullarinda hiicre membran proteinleri izole edilmistir.
Arastirmada ayrica, hipoksik ve normoksik kosullarda koloni olusturma yetenekleri aragtirilmis ve
literatiirle uyum sonuglar elde edilmistir. Sonug olarak hipoksiye adapte olmayan hiicreler 6liirken,
bu kosula adapte olabilen hiicreler koloni olusturarak ¢ogalmaktadir.

Aragtirmada iki farkli hipoksi modelinde, KKH belirteglerinin mRNA ve protein
diizeyindeki yanitlar1 aragtirllmistir ve genel itibariyle ozellikle hipoksik chamber modelinde
belirteglerde anlamli bir degisim saptanmamigtir. KKH belirteclerinin ifadeleri hiicre tipine, maruz
kaldiklar1 hipoksinin siiresine, hipoksi modeline vb. bagl olarak degiskenlik gosterebilir. Bu

calismada ifadeleri arastirllan KKH belirtecleri literatiirde yaygin olarak kullanilan belirtecleridir
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ve KKH’ye spesifik degildir ve tanisal oziilliikleri sinirlidir. Bu belirtecler pek ¢ok hiicrede (normal
kok hiicre, normal hiicre gibi) ifade edilebilmektedir. Dolayisiyla bu belirteglerin artis1 her zaman
KKH fenotipini yansitmayabilir veya baska KKH belirtegleri seti lizerinden yansitiyor olabilir.
KKH fenotipi, belirte¢ artsinin yani sira, sfer (kiirecik) olusumu, ilag¢ direnci, EMT siireci gibi
farkli biyolojik mekanizmalar {izerinden de ortaya c¢ikabilmektedir. Literatiirde bir¢ok kok hiicre
fonkiyonel analizlerinde sfer olusumu bir stemness Ozelligin bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir. Bu calismada kullanilan tiimoéroidler “3D akciger kanseri sferoidleri”’dir. Diger
yandan sonuglara bakildiginda CoCl, hipoksisinde CD44’iin zaman bagimli olarak iki tiimoroid
modelinde de arttig1 gosterilmistir. Dolayisiyla bu KKH belirtecleri tizerinden hipoksi modelli bir
etkininde varligi goriilmektedir. Genel olarak degerlendirildiginde iki hipoksi modelinin
olusturdugu stres yanitlar1 farklilik gostermekte olup, bu farklilifin yani sira genetik arka
planllarindaki gesitliligin de proteomik siirece yansimis olmas1 muhtemeldir.

Biyotin dogalinda ¢ok giiclii bir kovalent bag eslesmesi yapan kiigiik bir molekiildiir.
Vitamin H ve B7 olarakta bilinen biyotinin saglik iizerine olumlu etkileri bilindigi gibi (sag, tirnak,
sndirim sistemi gibi), biyoteknolojik alanda da yaygin olarak kullanilan bir molekiildiir. Protein
izloasyonu, protein-protein etkilesimleri vb. tekniklerde de kullanilmaktadir. Kii¢iik bir molekiil
olmasi ve baglandigi proteinde bir aktivite, yap1 farkli olugturmamasi onu daha elverisli kilar. Bu
aragtirmada kullanilan Sulfo-NHS-SS-Biotin reaktifi yalnizca membran proteinlerine baglanan
modifiye bir biotindir. Hiicre igerisine girmeyecek sekilde modifiye edilmis suda ¢6ziinebilen bir
biyotin formudur (Thermo Fisher Scientific kit no:A44390). Calismada Sulfo-NHS-SS-Biotin
reaktifi kullanlimistir ve bu reaktifin yaklasik %20 civarinda hiicre igi proteinlere baglanabilme
riski mevcuttur (bu bilgi {iriinlin bilgi katalogunda mevcuttur). Bu kontaminasyonu aza indirmek
amaciyla biyotinilasyon protokolii optimize edilmistir. Izolasyon sonrasi elde edilen lizat “hiicre
membran proteinleri” olarak adlandirilsa da; aslinda biyotinilasyon temelli bir yontemle hiicre
membran proteinlerince zenginlestirilmis bir fraksiyondur. Karmasik proteomlarda hedeflenen
protein gruplarimin veya fraksiyonlarinin elde edilmesinde zenginlestirme yontelerinin kullnilmasi
onemlidir. Aksi taktirde yiiksek miktarda bulunan proteinler, hedeflenen protein gruplarin
maskeleyebilir. Zenginlestirme yoOntemlerinin kullanilmasiyla proteomik analiz derinligi
artirtlmistir. LC-MS/MS analizi sonrasi islenen ham verilerden hiicre ylizey membran proteinleri
disinda, baska hiicre kompartmanlara (nucleus, ER gibi) ait proteinlerin de tanimlanmustir. Hiicre
membran proteinlerinin izolasyonu, karmasik ve zorlu bir islemdir. izolasyon sirasinda birgok
teknik sorun ortaya gikabilmektedir. Ozellikle proteinler, hidrofobik yapilarindan kaynakli ¢okelme
egilimi gosterebilir. Integral membran proteinlerin varligi ise bu siireci daha karmasik hale
getirmektedir. Ayrica, yeterli miktarda hiicre membran protein lizat1 elde edebilmek igin ¢ok sayida
tiimoroidin olusturulmasi gereklidir. Bu durum ozellikle matrigel destekli tiimoroidler iizerinden
disiiniildiigiinde hayli ekonomik acidan zorlayici olabilmektedir. Bunun yani sira, membran

proteinlerinin biyotin etiketlenmesi sirasinda biyotinilasyon reaktifi hiicre zarmi gegerek hiicre igi
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proteinlere de sizabilir ve onlan etiketleyebilir. Bu durum, hiicre i¢i proteinlerinin de
biyotinlenmesine yol agarak, izolasyon ve analizde karisikliklara neden olabilir. Sonug olarak, elde
edilen hiicre membran proteinlerince zenginlestirilmis lizat miktar1 beklenenin altinda kalabilmekte
ve intraseliiler proteinler de tanimlanabilmektedir. Diger 6nemli bir nokta ise bu arastirma hiicre
membran proteinleri hedefli bir ¢aligma olsa da normoksi ve hipoksi durumunda tespit edilen
intraselliiler proteinlerin biyolojik 6nemi 6zellikle kanser tan1 ve tedavisi diisiiniildiigiinde goz ard1
edilmemelidir. Bu amagla tanimlanan tiim proteinlerin bu pencereden degerlendirilmesi 6nemlidir.
Tim Ornekler Waters Synapt-G2-Si kiitle spektrometresi kullanilarak LC-MS/MS yontemi ile
analiz edilmistir. Elde edilen ham veriler PLGS (ProteinLynx Global Server) yazilimi kullanilarak
islenmis ve proteinler tanimlanmistir. Bu calismada kullanilan analiz yazilimi (PLGS) bir
“abundance” degeri vermedigi icin gruplar arasit kantitatif karsilagtirma sinirli kalmustir.
Tanimlanan proteinlerin karsilagtirmali olarak degerlendirilmek iizere DAVID Bioinformatics
zenginlestirme araci kullanilarak GO (Gene Ontology) analizleri yapilmustir.

Tiim kosullarda toplam bu 6rneklerden toplam 2225 adet protein tanimlanmistir (EK-1) Bu
tanimlanan proteinlerin biiyiikk bir kismi cesitli kanserlerde prognostik O6nem tagimaktadir.
Tanimlanan proteinlerin 1733 tanesi A549 (2D ve 3D ortak) hiicrelerine aittir.

2D-A549 modelinde tiim kosullarda toplam 1112 protein tanimlanmig ve bu tanimlanan
proteinlerin yaklasik %39’u hiicre yiizeyinde lokalizedir. Bu proteinlerin 694’i normoksik
kosullardadir. Hipoksik kosullarda; chamber sisteminde 295 farkli protein, CoCl, sisteminde ise
157 protein tanimlanmugtir. Normoksik kosullarda tanimlanan proteinlerin yaklasik %36’s1;
hipoksik chamberda tanimlanan proteinlerin yaklasik %44°’ii ve CoCl, kosullarinda tanimlanan
proteinlerin %41°1 hiicre yiizeyinde lokalizedir. Bu veriler 1s18inda bu proteinlerin 6énemli bir
kismmin hiicre yiizeyinde lokalize oldugu gostermektedir. Diger yandan tiim bu kosullarda
(normoksik, hipoksik chamber ve CoCl,) 1 protein ortak ZC3H13 (Q5T200) olarak saptanmigtir
(Sekil 4.25). Ek olarak, 2D-A549 hipoksik kosullarinda ise hipoksi ile iliskilendirilebilecek 6nemli
biyolojik siirecler (Sekil 4.26) ve yolaklar dahil olmustur(Sekil 4.27). Bu durum iki hipoksik
modelde de hiicrelerin hipoksiye yanit dogrultusunda bazi adaptif mekanizmalarin aktive edildigi
anlamina gelmektedir. Bu yolaklardan birisi, hiicre sagkalimi, proliferasyonu ve anjiyogenez gibi
fizyolojik siireglerde rol oynayan PI3K-Akt sinyal yolagidir (PI3K-Akt signaling pathway).
Normokside Notch yolagi ile iliskili fonksiyonun varlig: dikkat ¢ekicidir ve hiicre-hiicre vb. siirecleri
ile ilskili olarak zenginlesmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Chamber sisteminde ise, VEGFR
(vascular endothelial growth factor receptor activity) aktivitesi damar olusumunda yani
anjiyogenezden sorumlu fonksiyonu temsil eder. Bu durum hipoksik mikrogevre ile karakterize bir
durumdur. Ote yandan kok hiicre reseptor aktivitesi hipoksik kosul altinda beklenen kok hiicre
uyarimu ile ilgili fonksiyonu iliskili oldugu diisiiniilmektedir.

3D-A549 tiimoroidlerinde PLGS analizleri sonucunda tiim kosullarda toplam 685 farkli

protein tanimlanmustir. Tiim izole edilen proteinlerin yaklasik %41°1 hiicre yiizeyinde bulunan
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proteinlerdir (Sekil.4.28). Bu proteinlerin 189’u normoksik, 514 tanesi ise hipoksik kosullarda
tanimlanmugtir. Hipoksik kosullarda; chamber sisteminde 332 farkli protein tanimlanmis, CoCl,
sisteminde ise 191 protein tanimlanmistir. Normoksik kosullarda tanimlanan proteinlerin yaklasik
%41°si hiicre yiizeyinde bulunmaktadir. Hipoksik chamberda yaklagik %431, CoCl, kosullarinda
tespit edilen proteinlerin yaklasik %36’s1 hiicre ylizeyinde lokalize olmustur. Tiim bu kosullarda
(normoksik, hipoksik chamber ve CoCl,) 1 protein ortak ZC3H13 (Q5T200) olarak saptanmuistir.
Bu veriler tanimlanan proteinlerin 6nemli bir kisminin hiicre yiizeyinde lokalize oldugunu
gostermistir. Ayrica 3D-A549 hipoksik kosullarinda ise hipoksi ile iliskilendirilebilecek onemli
biyolojik siiregler (Sekil.4.29) ve yolaklar (Sekil.4.30) belirlenmistir. Hipoksik kosullarda her iki
hipoksi modelinde de kendilerine 6zgii siireglerin aktive oldugu gozlenmistir. 2D-A549’ kiyasla 3D-
A549 tiimoroidlerinde normoksik kosullar altinda 3D yapiya bagl olarak bazi bolgelerde hipoksik
alan olusumu, iskelet yeniden diizenlemesi ve kok hiicre iliskili siireclerin ve iligkili yolaklarin
bulunmasi normaldir. Dolayisiyla 3D-A549 normoksi kosulunda bu basliklar ile baglantili siire¢ ve
yolaklar  Sekil.4.29 ve Sekil.4.29’de ortaya konmustur. Kok hiicre populasyonunun
stirdiiriilebilirliginin diizenlenmesi (regulation of stem cell population maintenance, p=0.013) ve
TOR sinyalinin diizenlenmesi (regulation of TOR signaling, p=0.086) siireci ayrica dikkat ¢ekicidir
ve 3D formasyonu ile uyumludur. Bazi arastirmalarda mTOR yolunun KKH’leri olusumunda ve
onlarin pluripotens 6zelliklerinin korunmasinda ve hatta belirli kanser tiplerine doniisiimlerinde rol
oynadiklar1 gosterilmistir (Son ve ark., 2024). Her iki hipoksi modelinde de genel hipoksik kosul ile
iligkilendirilebilecek nemli biyolojik siirecler belirlenmistir. Hipoksik chamber modelinde, hipoksik
bir mikrogevrenin varligimni isaret eden “response to oxygen levels (p=0.035)" gibi siiregler yer
almaktadir. Ayrica hipoksik mekanizmanin etkisi ile “cell differentiation (p=0.00034)" ve
“regulation of stem cell population maintenance (p=0.021)” gibi KKH iliskilendirilebilecek siiregler
bulunmaktadir (Sekil.4.29). Bu sonuglar, hipoksinin ve 3D formasyonunun KKH gelisimini uyarmast
ile uyumlu bir sonugtur. CoCl, modelinde ise; “reponse to hypoxia, p=(0.038)” gibi hipoksik bir
mikrogevrenin varligina isaret eden siiregler tespit edilmistir. Ek olarak “regulation of BMP
signaling pathway (p=0.063), “cell differentiation, (p=0.00023)”, “regulation of stem cell
population maintenance, (p=0.082)” gibi farklilasma ve kok hiicre iligkili siirecler tanimlanmigtir.
Yapilan bir ¢alismada CoCl, ile olusturulan bir hipoksik ¢evrede, embriyogenezde rol oynayan TGF-
B siiper ailesine ait BMP ailesinden mezenkimal kok hiicrelerde BMP-9’un kemik rejenerasyonu
iizerindeki etkisi arastirtlmistir. Caligsmada hipoksinin BMP bilesenlerini ve hedeflerini diizenledigini
ve ayni zamanda hiicre gogli ve osteoblast farklilagmasini destekledigi bulunmustur (Paz ve ark.,
2023). KEGG analizlerine gore; 3D-A549 tiimdroidlerinde normoksik kosullarda hiicresel baslica
metabolik aktivite ile ilgili onemli yolaklar olan; karbon metabolizmasi, glikoliz/glukoneogenez ve
amino asit biyosentezi gibi yolaklarin varligima dayanarak hiicre aktivitesinin hem metabolik hem de
biyosentetik siireglerde aktif oldugu sdylenebilir. Hipoksik kosulda ise hiicre sagkalimi, anjiyogenez

gibi temel siireclerde rol oynayan PI3K-Akt yolagi 6ne ¢ikan yolaklar 6nemli yolaklar arasindadir. Ek
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olarak kanserde ilag direnci ile ilskili olan “ABC transporter” hipoksik kosulda goze carpan diger
yolaklar arasindadir (Sekil.4.30). Bu hipoksinin ilaca diren¢ mekanizmasii da aktive ettigini
diistindiirmektedir. 3D-A549°da molekiiler fonksiyon grafigi incelendiginde, normoksik kosullarda
hiicre iskeleti organizasyonu, hiicre-hiicre etkilesimi ve ECM etkilesimi ile ilgili fonksiyonlar 06ne
cikmaktadir. Chamber sisteminde ise hiicre iskeleti organizasyonu, hiicre-hiicre etkilesimi ve ECM
etkilesiminin yani sira hipoksik strese adaptasyon mekanizmasiyla iligkilendirilen fonksiyonlar
(VEGF receptor activity vb.), kok hiicre ile iliskili aktiviteler (stem cell factor receptor activity),
kromatin (chromatin binding) ile iliskili aktiviteler 6ne ¢ikmaktadir. CoCl, modelinde ise daha ¢ok
iyon taginimi ve sinyal iletimi siirecleri 6n plandadir (Sekil 4.32).

2D-A549 ve 3D-A549’da tanimlanmis proteinlerin molekiiler fonksiyonlar1 karsilagtirmali
olarak Sekil 4.32°de verilmistir. Genel olarak 2D’ye kiyasla 3D kiiltiiriin her kosulunda
(Normoksi-Chamber ve Cobalt Chloride (CoCl,)) hiicre iskeleti organizasyonu, hiicre-hiicre ve
ECM-hiicre gibi tiiméroid formasyonunu karakterize eden aktiviteler daha belirgin temsil
edilmistir. Ozellikle 2D-A549 normoksi kosulunda kok hiicre ile iliskili bir sinyal yolu olan Notch
baglanmasi, ila¢ diren¢ mekanizmalarinda 6nemli olan ABC transport aktivitesi, hiicre dongiisii
kontroliinde rol oynayan p53 baglanmasi gibi énemli fonksiyonlar 6ne ¢ikmaktadir. 3D-A549
normokside hiicre iskeleti ve ECM-cell iliskili fonksiyonlar 6n plandadir. 2D-A549 ve 3D-
A549’nm hipoksik chamber modelinde, tiim ortak fonksiyonlar 3D-A549’da neredeyse daha
belirgindir. CoCl, modeli hem 2D hem de 3D’de karsilagtirildiginda, iyon baglanma
fonksiyonunun 2D’de 6ne ¢iktig1; 3D’de ise bu iyon baglanma fonksiyonuna ek olarak sinyal iletim
adaptasyon siirecleri dikkat ¢cekmektedir. Son olarak 3D-A549 hipoksik chamber modeli ile 3D-
A549 CoCly’ye karsilagtirildiginda, hipoksiye adaptasyon, kromatin baglanmasi ve kok hiicre
fenotipi iligkili fonksiyonlarin ¢ok daha belirgin oldugu goriilmektedir.

3D Calu-1 timoroiderinden PLGS analizleri sonucunda toplamda 585 protein
tanimlanmustir. Tlim izole edilen proteinlerin 6nemli bir kismi (yaklasik %39) hiicre yiizeyinde
bulunmaktadir. Bu proteinlerin 225’ normoksik, 339 tanesi ise hipoksik kosulda tanimlanmustir.
(Sekil 4.33). 3D Calu-1 normoksi kosullarinda ¢ogunlukla hiicre iskelet ve yap1 organizasyonu ile
iligkili olan biyolojik siirecler One ¢ikarken, kromatin yeniden diizenlenmesi, kok hiicre
populasyonunun siirdiiriilebilirliginin diizenlenmesi ve hiicre farklilagmasi gibi siirecler saptanmistir
(Sekil 4.34). Hipoksik kosulda ise; isklet ve yap1 organizasyonuna ek olarak, hipoksik mikrogevrenin
varliina isaret eden, oksijen seviyesine yanit, dolagim sisteminin gelisimi vb. hipoksi iligkili stirecler
saptanmustir. Ek olarak hiicre farklilagmasi ve kdk hiicre populasyonunun siirdiiriilebilirligi hipokside
karsimiza ¢ikan siireclerdir. Normoksik kosullarda hiicresel baglica metabolik aktivite ile ilgili onemli
yolaklar olan; Rapl sinyal yolagi, TNF sinyal yolagi ve PI3K-Akt yolagi zenginlesmis yolaklar
arasindadir. Normoksik kosullarda bu metabolik, yapisal ve immiin yanit mekanizmalarinin belirgin
bir sekilde beraber temsil edilmesi hiicrelerin dengeli bir proliferasyon, mikrogevre etkilesim profili

sergiledigi sdylenebilir. Hipokisi de ise stres dncelikli hayatta kalma ve adaptasyon ilgikili PI3K-Akt
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sinyal yolagmin belirgin bir sekilde ifade edilmesi hipoksiye yanit olarak gelistigini gostermektedir
(Sekil 4.35)

Tim bunlarin yaninda Onemli baska bir nokta ise, normokside ve hipokside timor
hiicrelerinin immiin sistem mekanizmalarina ait yolaklarin (antigen processing and presentation,
virus infections vb.) belirgin bir sekilde temsil edilmis olmasidir. Normoksidek anjien sunumlarina
dair yolaklar veya bagisiklik sistemi ile ilgili diger yolaklarin aktive olabildigi GO analizlerinde
goriilmiistiir. Bu hiicrenin immiin denetim altinda oldugu bir mikrocevre ile uyumlu bir davranistir.
Hipoksik kosullarda ise mikrogevrenin degismesi ile birlikte tiimor hiicresi daha farkli adaptasyonlar
gelistirmek icin farkli yollar1 aktive edebilmektedir. Bu yolaklardan; antijen sunumu, virus
enfeskiyonlar1 veya fagosom (phagosome) gibi diger yolaklar, tiimér hiicresinin immiin sistemden
kagma egilimi ile iliskilendirilebilir.

GO analizleri sonrasinda hiicre yiizeyinde lokalize olan proteinlere ait Venn diyagrami Sekil
4.37, Sekil 4.39 ve Sekil 4.40°de verilmistir. Buradaki verilere gore normoksik kosullarda 2D-A549
hiicrelerinde tanimlanan proteinlerin 250; 3D-A549°de 78 ve 3D Calu-1’de 89 protein hiicre
yiizeyinde lokalize veya iligkili olarak tanimlanmustir. Bu proteinlerden 2D-A549 ve 3D-A549 ‘da
tanimalanan “Delta like protein (AOA384P5C6)” ile 3D-A549 ve 3D Calu-1 arasinda ortak olarak
tanimlanan “TSPANS (P62079) ” Notch sinyali ile iligkili olduklart bilinmektedir. Notch sinyal
yolununun KKH 6zelliklerinin siirdiiriilmesi, EMT siirecinde ve tedaviye direng gelisiminde kritik
oldugu bilinmektedir. 3D Calu-1 ve 2D-A549 da ortak olarak tanimlanan insan genomuna entegre
olmus bir insan endojen retroviriis ailesi liyesi olan ERVK-6 i¢in dogrudan literatiirde ERVK-6’nin
KKH siireci ile iligkili oldugu bir ¢aligma bulunmasa da aymi aileye ait HERV-K proteinlerinin
KKH gelisim fenotipini destekledigi bildirilmistir.

Hipoksik chamber kosullarinda 2D-A549 hiicrelerinde 130; 3D-A549°da 144 ve 3D Calu-
1’de 145 protein hiicre yiizeyinde lokalize veya iligkili olarak tanimlanmuistir. Bu proteinlerden 2D-
A549, 3D-A549 ve 3D Calu-1’de ortak tanimlanan ylizey proteini olan SCN1A (P35498) voltaj
kapili sodyum kanallar1 ailesinin (VGSC) bir iiyesidir ve akciger kanserinde VGSC mutasyonu
yaygin goriilen kanser tiirleri arasindadir. Kanserlerde en fazla mutasyon gézlenen VGSC’lerden
biri de SCN1A’dir (Liu ve ark., 2024). 3D-A549 ve 3D Calu-1’de ortak saptanan SPTBN4
(M0QZQ?3) i¢in embriyonal karsinom hiicrelerinde yeni bir miRNA tanimlanmis (SPTBN4-miR1)
ve birlikte yiiksek ifadelerinin pluripotent ¢ikisi ve farklilagmay1 tesfik ettigi (Hosseini ve ark.,
2019) ve ayrica DNA metilasyonu ile iligkili oldugu bildirilmistir (Sanchez-Mut ve ark., 2013). 2D-
A549 ve 3D-A549°da ortak tanmimlanan PLXNB2 proteini (O15031) kaynagi bilinmeyen primer
kanserlerde (CUP,) G842C mutasyonu ile KKH 6zelliklerini destekledigi bildirilmistir. CALR
(P27797) ise meme kanserinde HIF-1a bagimli bir sekilde Wnt/B-katenin sinyal yolu {izerinden
meme kanseri kok hiicre fenotipini tesvik ederek meme kanseri gelisimini arttirdigi (Liu ve ark.,
2021) ve H3K9me2 metilasyonundan sorumlu olan G9a ile etkilesime girerek DNA metilasyonuna

aracilik edebilecegi bildirilmistir (Wang ve ark., 2022). Wnt/B-katenin sinyal yolunun KKH’lerinin
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kendi kendini yenileyebilme ve pluripotensi 6zelliklerinin desteklenmesinde kritik rol oyanayan bir
sinyal yoludur. Ayrica 2D-A549 ve 3D Calu-1’de tanimlanan PSEN1, akciger adenokarsinomunda
Notch/EGFR yolunu aktive ettigi bilidirilmistir. (Song ve ark., 2024).

Kanserin baglamasi, niiksii ve progresyonunda kritik rol oynayan KKH’lerinin
hedeflenmesi kanser tani ve tedavi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismada normoksik
kosullarda ortak olarak tanimlanan hiicre membran proteinlerinin bir kismimin KKH iliskili oldugu
goriilmiigtiir. Ayn1 zamanda hipoksik chamber kosullarinda da benzer sekilde KKH iliskili
proteinlerin zenginlestigi goriilmektedir. Ayrica yalnizca belirli kosullarda saptanan kok hiicre
iligkili proteinlerde dikkate degerdir (6r; NOTCH2NLB). Hem normoksik hemde hipoksik
kosullarda elde edilen bu proteinler KHDAK tani ve tedavide potansiyel biyobelirte¢ adaylari
olarak ileri ¢alismalar i¢in 6nemlidir. CoCl, kosullarinda 2D-A549 hiicrelerinde 65; 3D-A549°da 69
protein hiicre yiizeyinde lokalize veya iliskili olarak tanimlanmustir (Sekil 4.40). 3D-A549 CoCl, ve
hipoksik chamber kosullarinda ortak olarak tanimlanan TNIK (Q9UKES) Wnt sinyal yolunun temel
aktivatorii olarak goérev yapan serin/treonin kinazdir. Wnt sinyal yolu KKH 6zelliklerinin
korunmasinda rol oynadig1 bilinmektedir (Masuda ve ark., 2016). THBS1 (P07996) ise yine bu iki
kosulda ortak olan proteinler arasindadir. THBS1, CD47 araciligiyla kok hiicrelerin kendi kendini
yenilemesini  inhibe ettigZi ve muhtemelen kok  hiicre transkripsiyon faktorleri
POUSF1/0CT4,SOX2,MYC/c-Myc ve KLF4’lin diizenlenmesi yoluyla bunu gerceklestirdigi
diistiniilmektedir. 2D-A549 ve 3D-A549 CoCl, kosullarinda tanimlanan ABCAS (QSWWZ7) KKH
ve/veya osteosarkomun olasi bir biyobelirteci olarak tanimlanmistir (Saini ve ark., 2012).

Bu caligmada elde edilen bulgular literatiir ile uyumlu olarak, hem 2D hem de 3D hiicre
kiiltiirlerinde, her iki hipoksi modelinde de kok hiicre gelisimini ve farklilagmay1 tesvik eden bir
mikrogevre olusturabilecegini gostermektedir (Zhang ve ark., 2020). Literatiirde 2D hiicre kiiltiiriine
kiyasla, 3D hiicre formasyonun hiicrelerin “stemness” 6zelligini anlamli bir sekilde arttirdigr iyi
bilinmektedir (Su ve ark., 2013). Li ve ark. (2021) insan dental folikiil hiicreleriyle (HDFC)
yaptiklari ¢alismada, kok hiicre belirtecleri; Sox2, Oct4 ve Nanog ifadesinin sferoidlerde (3D) 6nemli
6l¢tide artigini bildirmistir (Li ve ark., 2021). Sonuglara bakildiginda 2D modele kiyasla hem hiicre
organizasyonunun hem de kok hiicre ve farklilagmaya iliskin biyolojik siireglerin GO analizleri
kapsaminda belirgin sekilde one ¢iktiklar1 goriilmiistiir. Bu analizlerde 6zellikle kromatin yeniden
diizenlenmesi gibi siiregler dikkat g¢ekicidir. Dolayisiyla bulgulardan elde edilen bu sonuglar
hipoksik mikrogevre ile birlikte degerlendirildiginde, KKH fenotipinin korunmasi ve farklilagma
stireclerinin aktivasyonunun hipoksik strese bagli olarak hiicresel yeniden programlama veya
kromatin yeniden diizenlenmesi gibi siirecler iizerinden gerceklesebilecegini diislindiirmektedir.
Ayrica 3D formasyonuda bu kromatin yeniden diizenlemeyi destekleyici bir etki gdsterebilir.
Literatiirde de bunun destekler nitelikte hipoksinin epigenetik modifikasyonlar ile iligkisi tizerine
pek cok cgalisma mevcuttur. Hipoksinin 6zellikle histon modifikasyonlarini (histon metilasyonu,

asetilasyonu ve DNA metilasyonu) etkiledigi bilinmektedir. Yapilan bir arastirmada %0.1
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oksijende inkiibe edilen A431 kanser hiicrelerinin mononiikleaz sindirimine kars1 daha az duyarl
oldugu ve bunun artan heterokromatin yapi ile iligkilendirilebilecegi bildirilmistir. Ayrica
calismada yapilan proteomik analizler sonucunda “Heterochromatin Protein 1 Binding Protein 3”
miktarinin arttig1 tespit edilmistir (Batie ve ark., 2018). Bu calismada elde edilen verilerde tiim
kosullarda veya kosullar arasinda ortak olarak tanimlanan proteinlerin kanser, hipoksi ve kok hiicre
ile iliskisine dair kisa bir literatiir arastirmasi yapilmistir. Analizlerimiz bu ortak proteinlerin bir
kisminin epigenetik modifikasyon, hiicre farklilasmasi ve kanser kok giicre gelisimi (0zellikle
Notch sinyal yolu) gibi siireglerle iligkili oldugunu ortaya koymustur. Bu kapsamda; 2D-A549, 3D-
A549 ve 3D Calu-1 tiimoéroidlerinden hem hipoksik hem de normoksik kosullarda tanimlanan
proteinler karsilastirilmig, ortak olanlar Venn diyagram iizerinde gosterilmis ve listelenmistir
(Sekil.4.38 ve Sekil.4.41). Bu sonuglara gore; ortak proteinlerin neredeyse tamami kanser siirecinde
rol oynaktadir. Tiim normoksik kosullarda ortak olan iki protein bulunmaktadir; ZC3H13
(Q5T200) ve HTATSF1 (043719) (Sekil.4.41). Niikleusa lokalize olan m6A metilasyonunda rol
oynayan ZC3H13, hipoksik kosullarda dahil olmak iizere her iki hiicre hattinda ve tiim kosullarda
(2D, 3D hiicre modeli, hipoksik chamber ve CoCl, ve normoksiler) ortak olan protein olarak
onemini korumaktadir. Tiimor gelisiminde epigenetik diizenlemelerin etkinligi ile ilgili ¢caligmalar
son donemlerde artmistir. GO analizi sonuglarinda kromatin yeniden modellemesi ile ilgili
stireclere siklikla rastlanmistir. RNA modifikasyonlari, transkripsiyon sonrasi epigenetik
modifikasyon tiirleri arasina girer ve m6A metilasyonu (N6-metiladenozin) siklila goriilen bir
mRNA modifikasyonudur. Bu modifikasyon ayn1 zamanda pluripotent kdk hiicrelerinin kendini
yenilemesini ve farklilasmasini diizenledigi bilinmektedir. Ayrica bazi ¢aligmalarda m6A
diizenleyicilerinin anormal ifadesinin ¢esitli kanserlerde tiimor gelisimini tesvik ettigi bildirilmistir
(Wu ve ark., 2019; Gong ve 2020). Bu modifikasyonun bir diizenleyicisi olan ZC3H13, hem
normoksik hem de hipoksik kosullar olmak iizere ortak ¢ikan tek proteindir. Yaptigimiz PLGS
analizi bize tanimlanan proteinlerin bir expresyon profilini sunmadig icin ZC3H13 hangi kosulda
ne kadar ifade edildigi hakkinda bilgimiz sinirlidir. Tiim kosullarin normoksisinde ortak olarak
tanimlanan ikinci protein HTATSF1 ayn1 zamanda, hipoksik chamber kosulunda 2D-A549 ve 3D-
A549 arasinda ortak olarak tanimlanan proteinler arasindadir. HTATSF1 RNA baglayici bir protein
olarak bilinmektedir. Protein sentezi, rRNA transkripsiyonunu ve iglenmesi gibi siireclere katilan
HTATSFI’'nin ribozom biyogenezi sirasinda embriyonik kdok hiicre farklilagsmasimi kontrol ettigi
bilinmektedir. Corsini ve ark. (2018)’nin yaptiklar1 ¢alismada Nanog, Oct4, Sox2 gibi kok hiicre
biyobelirteclerinin HTATSF1 kaybina bagl olarak azaldigi ve HTATSF1 eksikligi olan hiicrelerde
koloni olusumunun azaldigi ve bu hiicrelerin G2/M fazinda biriktigi ve uzun kiiltiir sonrasi hiicre
Olimiine ugradiklar1 bildirilmistir 3D-A549 ve 3D Calu-1 normoksilerinde tanimlanan ortak
proteinlerden biri de (Sekil.4.41) TSPANS ise hiicre yiizeyine lokalize bir protein olup, Notch
sinyal yolu iizerinden hiicre farklilasmasinda rol oynayabilecegi disiiniilmektedir. Xie ve ark.

(2021) HCC iizerinde yaptiklar1 ¢aligmada, TSPANS ifadesinin invazyon derinlik, vaskiiler
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invazyon, klinik evre ve hastalarin sag kalimu ile iligkili oldugunu gostermislerdir. TSPANS’in
HCC hiicrelerinin in vitro ve in vivo metastazi arttirdigini, Notch sinyal yolunu aktive ettigini ve
EMT siirecini destekledigini bildirmislerdir. Bir diger dikkat ¢ekici protein olan apoptotik kromatin
yogunlagsma indiikleyici ACIN1, Aoto ve ark.’min (2025) yaptiklari ¢alismada embriyonik
gelisimde rol oynadigi, Shu ve ark. (2006)’nn yaptiklar1 arastirmada ise erken evre akciger
adenokarsinomunda ACINI’in hipermetilasyonlart gdzlemlenmistir. Bu metilasyonun akciger
adenokarsinomunun gelisimindeki erken olaylardan biri olabilecegi diistiniilmektedir (Shu ve ark.,
2006). 2D-A549 ve 3D-A549 normoksik kosullarinda tanimlanan hiicre yiizey Notch ligand1 olan
Delta/Jagged transmembran ailesine ait bir protein olan DLL1 hiicre kaderi kararlar1 ve hiicre-hiicre
iletisiminin diizenlenemesi, embriyonik gelisim, anjiogenez gibi siireclerde rol almaktadir
(Hildebrand ve ark., 2019). Notch sinyal yolu; hiicre prolifesayonunu sagladigi, KKH’lerini
korudugu, EMT siirecine katildig1 ve kemoterapiye direngliligi arttirarak tiimdr hiicrelerine hayatta
kalma avantaji sagladigi bilinen olduk¢a korunmus molekiiler sinyal yoludur. KKH’nin kendi
kendini yenileyebilmesinde kritik rol oynayan bir sinyal yolu olarak tedavilerde c¢okca
hedeflenmektedir. Kanser dokularinda bu yolun inhibe edilmesi KKH veya KKH benzeri hiicre
popiilasyonlarinin tamamen ortadan kaldirilmasina katki saglayabilecek bir terapdtik stratejidir
(Venkatesh ve ark., 2018). Bu calismada bu yolak ile iligkili hiicre yiizeyine lokalize
(NOTCH2NLB vb.) veya hiicre iginde lokalize pek ¢ok protein (SLMT vb.) tanimlanmuistir.
2D-A549, 3D-A549 ve 3D Calu-1 hipoksik chamber kosulunda tanimlanan proteinler de
karsilastirilmig, ortak olanlar Venn diyagram iizerinde gosterilmis ve listelenmistir (Sekil 4.41).
Ortak 3 protein tanimlanmistir; ZC3H13, SCN1A ve PCSKS. SCN1A bir gerilim-kapili sodyum
kanallar1 (VGSC) ailesine ait bir protein olup, bu kanallarin tiimor progresyonunda énemli oldugu
bilinmektedir. Kanserlerde en fazla mutasyon gozlenen VGSC’lerden biri de SCN1A’dir (Liu ve
ark., 2024). PCSKS5 anjiyogenez ve lenfanjiyogenezi arttirarak tiimor biiyiimesi ve metastazini
artirdig1 bilinmektedir. Yapilan bir aragtirmada PCSKS5’nin (ekson 1 ve 4) silinmesinin, dogum
Oncesi veya erken embriyonik dliime yol acgtig1 bildirilmistir (Szumska ve ark., 2017). 3D-A549 ve
3D Calu-1 tiiméroidlerinde hipoksik chamber modelinde tanimlanan proteinlerin bir kismi yine
epigenetik mekanzimalarda rol oynar (Sekil 4.41). Bunlardan; ASXL2, niikleer reseptdre bagh
transkripsiyonel diizenleme ve transkripsiyonel baskilamada rol oyanayan epigenelik iskele protein
ailesinin bir tyesidir (Katoh, 2015). ASXL2 mutasyonu karaciger kanseri kok hiicreleri
belirteglerinden CD133 ile ilskili olarak saptanmistir ve CD133-pozitif hiicrelerde KKH
Ozelliklerinin korunmasi ile ilgili olabilecegi diisliniilmektedir (Kim ve ark., 2023). ZNF644°de
histon modifikasyonu lizerinden epigenetik regiilasyona katki saglamaktadir. G9a/GLP ile etilesime
giren ZNF644 histon metilasyonunun es diizenleyicisi olarak tanimlanir. Histon metilasyonu
sonucunda meydana gelen degisiklikler, progenitdr hiicrelerin hiicre dongiisiinden ¢ikmasini ve
farklilagmasini saglayan gen aktivasyonlarina neden olur. G9a/GLP embriyogenez sirasinda hiicre

farklilasmas1 igin gereklidir (Olsen ve ark., 2016). 2D-A549 ve 3D Calu-1 hipoksik chamber
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kosulunda ortak olarak tanimlanan PSENI1 ise, Alzheimer hastaligiyla iliskilendirilmis
proteinlerden biridir. PSENT1, akciger adenokarsinomunda Notch/EGFR yolunu aktive ederek EMT
stirecine katki saglamistir (Song ve ark., 2024).

Arastirmada hipoksik chamber ve CoCl, kosullarinda tanimlanan ortak proteinler de
degerlendirilmistir. Burada tanmimlanan ortak proteinler bize iki farkli hipoksik kosul sonucunda
meydana gelen ortak hiicresel yanitlar hakkinda bilgi vermektedir. Bu ortak proteinlerin neredeyse
tamami kanser progresyonunda onemlidir ve hedeflenebilir proteinlerdir. Bu proteinlerin (PATJ,
MEDI12, TNIK vb.) énemli bir kismu stemness Ozellik ile iligkili yolaklar ve/veya epigenetik
modifikasyon (ATRX vb.) mekanizmalarinda o6nemli rol oynamalarimin yami sira; timor
mikrogevresi, immiin sistemden kacis vb. siireclere de katki sunarlar.

Bu ¢alisma kapsaminda A549 modellerinde proteomik analizler sonucunda tanimlanan bazi
hiicre yiizeyinde (NOTCH2NLB, FCER1G, TSPAN17 (TSPN17) CXCLS, CD138) ve hiicre i¢inde
lokalize olan (ATXN3, TKT, ENO1, PKM, PTMS) proteinlerin qPCR analizi ile mRNA ifade
profilleri degerlendirilmistir (Sekil 4.42 ve Sekil 4.43). Bu degerlendirme hiposkinin kanser
hiicrelerinde yol a¢tig1 farkli adaptif yanitlar1 ortaya koymaktadir. Bu bulgular her iki hipoksi
modelinde ¢ok keskin ifade farkliliklarinin hipoksi modeline bagli olarak degisebilecegini
gostermektedir. One cikan proteinlerden biri olan NOTCH2NLB proteini CoCl, modelinde
tamimlanmigtir. NOTCH2NLB, NOTCH2NL geni tarafindan kodlanan ii¢ iiyelik bir protein
ailesinin tiyesidir. Hiicre disinda bulundugu tahmin edilmektedir. Evrimsel biyolojide calisilan bir
protein olmakla birlikte, beynin neokorteksinin Notch sinyal yolunu diizenleyerek progenitor
proliferasyonunu ve evrimsel olarak genislemesini destekleyen insana 6zgii bir protein olarak
bilinir. Nor6nal progenitdrlerin farklilagmasini geciktirerek ve noronal iiretimde genel bir artisa yol
acarak, noronal progenitorlerin kendini yenilmesini destekleyebilmektedir. Evrimsel biyoloji
calismalarinin disinda kanser ile ilgili NOTCH2NLB protein ile ilgili net bir arastirma literatiirde
mevcut degildir (Fiddes ve ark., 2018; The Human Protein Atlas). Bulgularimizda hipoksik
chamber modelinde NOTCH2NLB’in mRNA ifadesinin 48. saatteki anlamli artis1 bu genin hiicre
farklilagmasi, progenitdr proliferasyonu gibi bilinen rollerinin hipokside artmasini destekler
niteliktedir. CoCl, modelinde ise mRNA ifadesinde anlamli anlamli azalis ve artig goriilememistir.
Tiimor mikrogevresinde de rol oynadigi bilinen ve bagisiklik sistemiylede iligkili bir gen olan
FCERI1G hipoksik kosulda chamber sisteminde anlamli bir artig (10.8645) gostermistir. Hipoksik
chamberdaki yaklasik %1000 anlamli artisa ters bir sekilde, CoCl, modelinde belirgin bir sekilde
azaldig1 goriilmektedir. Tlimdr hiicresinin biiylimesinde, metastazinda ve invazyonunda yer aldigi
bilinen bir transmembran bir protein olan TSPAN17 hipoksik chamber modelinde 24. saat
kosulunda artmustir (2.43123). CoCl, modelinde ise, TSPN17°de 48. saatte anlamli olmayan
belirgin bir artig goriilmektedir (48h; 2.87551) (Sekil 4.42) (Guo ve ark., 2019; Zhang ve ark.,
2022).
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3D-A549 tiiméroidlerinde hiicre iginde lokalize olan proteinlerden hipoksi chamber
kullanilarak olusturulan hipoksi modelinde ATXN3, TKT, ENO1, PKM ve PTMS genlerininin
genel olarak anlamli ve belirgin bir sekilde yiiksek ifade diizeyleri dikkat ¢ekmektedir. TKT,
ATXN3, PTMS genlerinde hipoksik chamber sisteminde goriilen anlamli yiiksek artis oranlari,
CoCl, modelinde goriilmemistir. Tam tersine burada ¢ogunlukla anlamli veya belirgin bir azalig
gostermektedir (Sekil 4.43). CoCl, modeli gogunlukla bu gen aktivitelerinde baskilayici bir rol
oynamaktadir. Hem hiicre yiizeyinde hem hiicre i¢inde bulunan ve glikolizde gorev alan ENO1 pek
¢ok kanser i¢in onkojendir. Plazminojen reseptorii olmasinin diginda, angiyogenezi uyararak
kanser gelisimine katki saglar ENO1’in Sekil 4.43’te hipoksik chamber modelinde 24. saate
(0.185) kryasla 72. (1.05) saatte anlaml1 bir sekilde arttig1 gézlenmektedir. Glikolizde gorev alan ve
cesitli tliimor siireglerinde rol oyanayan PKM, hipoksik chamber modelinde 3D-A549
tiimoroidlerinde 48. saatte anlamli yiiksek (6.42235) bir sekilde ifade edilmistir (Sekil 4.43) (PKM
ve ENOI i¢in kurulan qpCR analizde Ct degeri alinamamistir. Bu yiizden CoCl, mRNA ifade
diizeyi degerlendirilmesi yapilamamktadir.) (Israelsen ve Vander-Heiden, 2015; Huang ve ark.,
2022).

Ozellikle TKT, ATXN3 ve PTMS genlerinde hipoksik chamber sisteminde anlamli yiiksek
artig gosterirken, CoCl, modelinde anlamli veya belirgin bir azalig gostermistir. Sonuglar CoCl,
modelinin ¢ogunlukla bu gen aktiviteleriin ifadelerinde baskilayic1 bir rol oynadigim
disiindirmektedir. Cesitli kanserlerde onkogen olarak rol aldigi bilinen ayn1 zamanda kromatin
regiilasyonunda da rol oynayan ATXN3, hipoksik chamber modelinde 48. saatte anlamli belirgin
bir artig (8.72804) gostermis, ancak CoCl, modelinde 24. saatte anlamli bir diislis (0.429607)
gostermistir. EMT siirecinde, kemoterapi direncinin olusmasinda rol oynayan TKT, 3D-A549
hipoksik chamber modelinde 48. saatte anlamli belirgin bir artis gostermisken, CoCl, 24. saatte
anlaml1 bir azalis gostermektedir. Hiicre ¢ogalmasinda goérevli niikleer bir protein olup pek ¢ok
kanser tiiriinde yliksek ifade edildigi bildirilen ve kromatin yeniden diizenlenmesinde de rol
oynayan PTMS, iki farkli hipoksi modelinde de tanimlanan ortak proteinler arasindadir. PTMS,
3D-A549 hipoksik chamber modelinde anlamli ve yiiksek bir sekild,e hem 48. saatte (16.5273)
hem de 72. saatte (3.8932) anlamh yiiksek bir artis gosterirken, CoCl, modelinde ise bir 6zellikle
48. saatte anlamli azalma (0.29) gostermistir (Sekil 4.43) (Hernandez-Carralero ve ark., 2023).

Bu arastirmanin bulgular1 dogrultusunda iki farkli hipoksik modelinin aktive edecegi strese
adaptasyon mekanizmalarmin farkli olabilecegi goriilmektedir. Hipoksik chamber modeli
iizerinden degerlendirildiginde, Notch aracili kok hiicre diizenlemesinde rol oynayan
NOTCH2NLB, tiimor mikrogevresinde ve immiin sistemde rol oynayan FCERI1G, metabolik
yolaklarda rol oynayan TKT ve PKM, epigenetik modifikasyonlarda da rol oynayan ve tiimor
gelisimine katki sagladigi bilinen ATXN3 ile PTMS’in mRNA ifadelerindeki ciddi anlamli artislar,
hiicrenin hipoksiye adaptasyonunu yansitmaktadir. Ozellikle tanimlanan kosullarda ortak olan

proteinlerin (PTMS) epigenetik modifikasyon mekanizmalarinda da rol aliyor olmasi ayrica ilging
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bir durumdur. Hipoksik mikrogevrenin ve 3D formasyonun bu modifikasyonlarda yukarida da
tartigildigr gibi etki ettikleri bilinmektedir. CoCl, modelinde Co* iyonlari, HIFla’y1 prolin
rezidiilerinden hidroksilasyonu aracilifiyla yikiminda rol oynayan prolinhidroksilazlarin
koaktivardrii olan Fe*” iyonlar ile rekabete girer ve prolinhidroksilazlara baglanarak aktivitelerini
inhibe eder. Sonu¢ olarak yikilamayan HIFla’nin birikiminden kaynakli hipoksi yanit (HRE)
genleri transkribe edilir. CoCl, modelinde, bulgularimizdaki mRNA seviyelerinin hipoksik
chamber modeli ile neredeyse ters diismesi, oksijen-bagimli bir mekanizma olmadigindan
kaynaklandigini ve bundan otiirii farkli adaptif yanitlarin ortaya ¢iktigini diistindiirtmektedir. Bu
sonuclardan yola cikarak Calu-1 hiicreleriyle yiiriitilen deneylerde fizyolojik hipoksiyi daha iyi
taklit ettigini diistindiigiimiiz hipoksik chamber kullanilarak hipoksik mikrogevre olusturulmustur.

Kanser tani ve tedavisinde, ayrica terapotik stratejilerin gelistirilmesinde hiicre membran
proteinleri biiyiik 6nem tasir. Ozellikle bu yiizey proteinlerinin potansiyel bir biyobelirte¢ olma
durumu klinik uygulamalar i¢in kritiktir. KKH’lerinin tiimor baslamasina, gelisimine, tedaviye
diren¢ ve niiksiinde krittik roller g6z Oniine alindiginda bu hiicreler ile ilskili proteinlerin
belirlenmesi ¢ok biiyiik 6nem tasir. Bu ¢alismada normoksik ve hipoksik kosullarda tanimlanan ve
KKH ile baglantili oldugu diisiiniilen proteinlerin KHDAK i¢n potansiyel biyobelirteg aday1
olabilecegi gorilmektedir. Gelecekte bu bulgular ile yapilacak ileri arastirmalar tani1 ve tedavinin
gelismesine katki saglayabilir. Sonug olarak bu arastirmada hem normoksik hem de hiposkik
kosulda, KKH gelisimi, EMT siireci, immiin sistem kacisi, kotii prognoz ve timdor progresyonu ile
iligkili hiicre membran proteinleri (TSBH1, PLXNB2, ABCAS, CALR, TSPANS5, DLLI,
NOTCH2NLB vb.) tanimlanmistir. Literatiirde hipoksinin KKH populasyonunu arttirdigi ve bu
hiicrelerin 6zelliklerinin korunmasim sagladigi bilinmektedir. Benzer sekilde hipoksik stres dahil
olmak iizere pek ¢ok stres kosullarinin hiicre yiizey membran organizasyonunda degisikliklere yol
actigl da bilinmektedir. Ayn1 zamanda hipoksinin epigenetik mekanizmalar {izerine etkisi de
arastirilmistir. Ek olarak 3D formasyonun kendi bagina nispi hipoksik alanlar olusturdugu da goz
Oniiniinde bulunduruldugunda, hipoksinin uyardigi adaptif mekanizmalar ve epigenetik
modifikasyonlarin, hiicre yilizeyi kompozisyonunda ve organizasyonunda 6énemli degisikliklere yol
acabiliecegi diisiiniilmektedir. Bu degisikliklerin, protein diizeyinde KKH iliskileri ¢ergevesinde
arastirilmasinin, klinik uygulamalarda ve terapdtik hedeflerin yeniden sekillendirilmesinde
potansiyel 6neme sahip olabilecegi 6ngdriilmektedir. Bulgularimizda epigenetik modifikasyonlarda
rol oynayan pek cok proteinin farkli kosullarda ortak proteinler arasinda yer almasi ve bu
proteinlerin 6nemli bir kisminin literatiirde kok hiicre iligkili stirecler ile iliskilendirilmis olmalari,
hipoksinin yalnizca KKH mekanizmalarimi uyarmakla kalmayip, ayn1 zamanda epigenetik yeniden
diizenleme siireglerini de tetikledigini gostermektedir.

Sonug olarak proteomik analizler sonucunda, tani ve tedavide potansiyel biyobelirte¢ adayi
olabilecek, ileri arastirmalar ile dogrulanmasi gereken, kapsamli bir protein kiitiiphanesi elde

edilmistir. Bu protein kiitiiphanesinin énemli bir kisminmi hiicre yiizeyine lokalize proteinler
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olusturmaktadir. Ayrica, bu proteinlerin bir kisminin kanser progresyonuna katildigi literatiirde
gosterilmis, onemli bir kisminin ise bu siirece katki saglayabilecegi dngoriilmektedir. Arastirmada
hiicre membran proteinleri Oncelikli hedeflenmis olsa da, hiicre i¢i proteinlerinin de tanmi ve
tedavide cok kritik roller iistlendigi ve KKH gelisimi ile iligkili siirecleri yonlendirdigi
saptanmistir. Ozellikle hem epigenetik modifikasyonda hem de KKH iliskili siireclerde rol
oyanayan proteinler bunlara 6rnektir. Ek olarak 2D ve 3D hiicre kiiltiir modelleri karsilagtirilmis ve
gercek timdr dokusunu daha iyi mimik edebilen 3D akciger tiimoroidlerinin avantajlari
bulgularimiza yansimustir. Genel olarak degerlendirildiginde bulgularda yer alan genis hiicre
membran protein verisinin, 6zellikle hipoksik adaptasyon yanitina uyum saglayan proteinlerin her
birinin, potansiyel biyobelirte¢ olarak ileri calismalarda ayrintili bir sekilde arastirilmasi
gerekmektedir. Verilerden tanimlanan hiicre i¢i proteinler de tani ve tedavide potansiyel

biyobelirte¢ adaylar arasinda yer alabilir ve ileri aragtirmalar i¢in 6nem arz etmektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada 3D hiicre kiiltiirii modeli iki boyutlu kiiltlir modeline kiyasla hipoksik timor
mikrogevresini ve fizyolojik yamiti daha iyi mimik ettigini gostermistir. Ozellikle 3D kiiltiir
modellerde olusan farkli oksijen gradyanlarinin olugsmasi (tlimorodin sentral kisminin daha
hipoksik olmas1) tiimor heterojenitesine katki saglamaktadir. Ayrica iki farkli hipoksi indiiksiyon
modelinin (CoCl, ve Chamber) farkli transkripsiyonel yanitlar ortaya koydugu goriilmiis, chamber
sisteminin hipoksik mikrogevreyi daha gerceke¢i bicimde yansittigi belirlenmistir. Chamber
sisteminde; FCER1G, TKT ve PTMS mRNA ifadeleri artarken, CoCl, sisteminde; FCER1G, TKT
ve PTMS mRNA ifadeleri azalmstir.

Proteomik analiz sonucunda toplam 2225 protein tanimlanmis, bu proteinlerin énemli bir
boliimiiniin hiicre yiizeyinde lokalize proteinler oldugu (yaklasik %40) tespit edilmistir. Elde edilen
veriler sonucunda tanimlanan proteinlerin 6nemli bir kism1 kanser progresyonunda, ilag direnci gibi
stireclere katki saglamaktadir. Hem normoksik (TSPANS, DLL1) hemde hipoksik kosullarda
(TSBHI1, PLXNB2, ABCAS, CALR, NOTCH2NLB) KKH iliskili potansiyel biyobelirte¢ aday1
olabilecek proteinler tanimlanmstir. Ancak tanimlanan bu proteinlerin gercekten KKH ile ilgkili
olup olmadigmin ve potansiyel bir biyobelirtec adayr olarak  degerlendirilip
degerlendirilmeyeceginin anlagilabilmesi icin ileri diizey fonksiyonel dogrulama g¢aligmalarina
ihtiya¢ vardir.

Genel olarak tanimlanan ortak proteinlerin 6nemli bir kismi epigenetik modifikasyon ve
kok hiicre gelisimi ile ilsikili olmas1 dikkat cekicidir. Ozellikle ZC3H13 tiim kosullarda ve
modellerde tanimlanan bir proteindir. Bu protein hem hiicrenin bazal ihtiyaglarinda hem de KKH
gelisim mekanizmasinda rol oynayabilecek bir protein de olabilecegi diisiiniilmektedir.

Tim bu bulgular, 6ne ¢ikan proteinlerin daha ileri arastirmalar ile dogrulanmasinin ve
KHDAK’da tan1 ve tedavi igin potansiyel biyobelirteclerin gelistirilmesine onemli katkilar
saglayabilecegini gostermektedir. Bu ¢alisma aym1 zamanda KKH iliskili potansiyel
biyobelirteclerin tanimlanmasina yonelik 6ncii bir pilot arastirma niteligini tagimaktadir. Aragtirma
kapsaminda tanimlanan ve one ¢ikan proteinlerin (6zellikle KKH iligkili proteinlerin) fonksiyonel
validasyonu, klinik 6rnekler ile validasyonu ve terapétik hedef potansiyelinin degerlendirilmesi
gelecek calismalar i¢in kritik onem tagimaktadir.

Bu kapsamda;
e Elde edilen porteomik verilerin transkriptomik, hasta veri tabam vb. (GEPIA,

TCGA vb.) iizerinden ileri biyoinformatik analizlerininin yapilmasi, literatiir

taramalariyla da desteklenerek 6ne ¢ikan proteinlerin belirlenmesi,
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e Ozellikle hiicre yiizeyine lokalize ve/veya KKH iliskili éne ¢ikan proteinlerin
fonksiyonel deneylerle dogrulanmasi (6r; gPCR, siRNA, CRISPR vb.), farkli hiicre
hatlarindan gelistirilen tiimoroidler {izerinde deneylerin tekrarlanmast,

e Fonksiyonel dogrulmasi yapilan proteinlerin hasta 6rnekleri {izerinden validasyonu
(qPCR, IHC, ICC, IB vb.) ve ayrica KHDAK hasta tiirevli organoidler iizerinde
benzer analizlerin yapilmasi,

e Fonksiyonel analizlerle dogrulanan, Onemi ortaya koyulan 0Ozellikle hiicre
membran proteinlerinin, gelecekte monoklonal antikor gelistirme caligmalari ve
ilag hedefi olarak ileriye doniik degerlendirilmesi, KHDAK’da yeni tedavi

stratejilerinin gelistirilmesine katki.

Sonug olarak bu onerilerin hayata gecirilmesi, KHDAK’da KKH iliskili biyobelirteglerin
tanimlanmas1 ve klinik uygulamalara aktarilmasi siirecine 6nemli katkilar saglayacak; yalnizca
biyobelirteclerin tanimlanmasinda degil; KHDAK i¢in yeni ve etkili stratejilerin gelistirilmesininin

Oniinii agacaktir.
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OZGECMIS

Aycan SEZAN, Kiiciik yaglardan itibaren biyoloji alaninda aragtirmaci olmay1 hedefledim.
Bu amagla keyifle okudugum Cukurova Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii’nden
2015 yilinda mezun oldum. Ayni yil Cukurova Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoteknoloji
Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans egitimime basladim ve “B-1,4-glukanaz enzimini iireten toprak
bakterisinin izolasyonu ve in vitro mutagenez ile genetik modifikasyonu” baslikll tezimi
tamamladim. 2019 yilinda yine ayni1 Biyoteknoloji Anabilim Dalinda Doktora egitimime basladim.
Doktora siirecimde kanser biyolojisi alaninda yogunlastim; in vitro kanser ilag ¢alismalari, Covid-
19’un kanser hastalar1 iizerindeki etkileri, iki boyutlu ve {i¢ boyutlu hiicre kiiltiirii teknikleri,
hipoksik mikrogevre kosullarinda kanser kok hiicre mekanizmalari, proteomik analizler, protein
saflastirma ve molekiiler docking gibi konularda kapsamli caligsmalar yiiriittim ve halen bu

alanlardaki aragtirmalarima devam etmekteyim.
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EK-1-PLGS analizi sonrasi tanimlanan proteinler;

2D-A549 NORMOXIA

Identified Proteins at 24 hours

Accession Protein name PLGS Score | Peptides | Coverage (%)
1 | Q6LD33 Melanoma growth stimulatory activity beta 666.5 1 100.0
2 | 060885 Bromodomain-containing protein 4 573.3 23 324
3| Q9UQTS Leucocyte antigen B 552.6 1 33.0
cDNA FLJ51097_ highly similar to HLA
4 | B4DUKG6 class I histocompatibility antigen_ B- 414.6 8 48.5
7alpha chain
5 | AOASC2FWD4 IGL ¢1398_light IGKV1-5_IGKIJ1 380.2 1 39.3
6 | A0A0S27603 Methylcrotonpyl-CoA carboxylase 1 374 4 12 43.4
isoform 1
7 |B4EI171 Tetraspanin-7 3724 6 14.3
s |P30622 CAP-Gly domaln-corlltalmng linker protein 3709 16 182
9 | AOA5C2G8U0 IGL c4127_light IGKV1-5_IGKIJ3 367.3 1 39.8
10 | 095696 Bromodomain-containing protein 1 352.0 9 18.1
11 | P32418 Sodium/calcium exchanger 1 342.8 8 28.3
12 | AOA5C2G2U6 IGL ¢c3032_light_IGKV1-5_IGKJ2 338.0 1 39.3
13 | VOGYT3 RUNX family transcription factor 1 334.3 1 100.0
14 | B4DH59 NBPF family member NBPF26 315.7 16 24.4
15 |L7RSL3 receptor protein-tyrosine kinase 302.6 16 22.0
16 | Q15329 Transcription factor E2F5 282.7 4 434
IG ¢202_heavy_IGHV3-48_IGHD3-
17 | AOA5C2GL02 10_IGHJ4 281.0 1 36.4
18 | P16284 Platelet endothelial cell adhesion molecule 278.9 9 249
19 | AOA5SC2FUN2 IGL ¢711_light IGKV1-5_IGKIJ3 277.0 1 39.3
20 | A2BCX7 MHC class I antigen 276.8 3 34.8
21 | QINS82 Asc-type amino acid transporter 1 276.6 6 27.2
22 | AOASF9ZHN7 | Phosphatidylinositol-3-phosphatase SACI 270.2 2 11.8
23 | AOASC2FXZ7 IGL c137_light IGKV1-5_IGKIJ1 267.9 1 39.3
24 | P13861 cAMP-dependent protein klnasF: type II- 265.1 6 376
alpha regulatory subunit
Scavenger receptor cysteine-rich type 1
25 | QI9NR16 protein M160 265.0 16 333
26 | QIBY07 Electrogenic sodium bicarbonate 259 4 12 26.6
cotransporter 4
IGH + IGL c644_heavy_IGHV1-
27 | AOASC2G9Y8 69 IGHD5-12_IGHJ4 256.1 1 20.3
28 | Q9Y2L1 Exosome complex exonuclease RRP44 254.5 13 16.0
29 | P2g28s ATP-binding cassette sub-family D 251 4 12 41.0
member 3
30 | AOAV96 RNA-binding protein 47 2474 3 13.5
31 | P34932 Heat shock 70 kDa protein 4 241.6 15 27.5
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Solute carrier organic anion transporter

32 |Q9Y6L6 family member 1B1 240.1 11 40.4
33 | P23142 Fibulin-1 235.2 9 29.3
34 |P11277 Spectrin beta chain_ erythrocytic 2329 28 25.0
35 |HOYBWS E2F transcription factor 5 230.5 65.4
36 | Q8IVMO Coiled-coil domain-containing protein 50 229.7 19.6
IG ¢792_heavy IGHV3-21_IGHD3-
37 | AOASC2GEOQ7 3 IGHJ3 227.3 3 60.5
IG c661_heavy IGHV1-69_IGHD5-
38 | AOASC2GDI3 12 IGHJ5 224.0 3 71.5
39 | K7ZK48 MHC class II antigen 219.7 1 27.0
40 |B4DHYS8 Elongation factor Ts_ mitochondrial 219.2 2 15.1
41 | Q00597 Fanconi anemia group C protein 218.1 5 17.9
cDNA FLJ56584 _ highly similar to
42 | BADWN3 Dickkopf-related protein 4 2178 ! 180
43 | Q5T200 Zinc finger CCCH fiomam—contammg 2175 38 258
protein 13
44 | AOATS5C282 IGH c1729_heavy IGHV3-11_IGHD1- 2154 3 535
1_IGHJ4
45 Q15154 Pericentriolar material 1 protein 209.1 21 20.3
46 | Q92823 Neuronal cell adhesion molecule 207.8 11 15.1
47 | QINUEO Palmitoyltransferase ZDHHC18 206.8 10 59.5
IGH c2774_heavy_IGHV3-11_IGHD3-
48 | AOA7SSEXUI 10, IGHJ4 199.1 1 20.3
IG c1324_heavy_IGHV3-49_IGHD3-
49 | AOASC2GRI2 25 IGHJ3 195.1 2 31.5
50 | QS6UYS 5'-nucleotidase dome;n—contammg protein 1947 6 239
51 | AOA7LAX720 MHC class I antigen 189.0 4 19.1
52 | D6MJHS5 MHC class I antigen 188.4 5 28.2
53 | Q86WT6 E3 ubiquitin-protein ligase TRIM69 187.9 7 18.6
54 | S5NUSO Sodium channel protein 187.5 10 13.5
55 | P51798 H(+)/CI(-) exchange transporter 7 179.6 11 27.8
s6 | Q14524 Sodium channel protein type 5 subunit 1782 11 125
alpha
57 | Q14588 Zinc finger protein 234 177.6 7 11.7
58 | AOA384P5C6 Delta-like protein 177.0 10 37.6
59 | AOA494C1A4 Leucine rich repeat containing 7 176.8 13 18.5
IGH ¢3104_heavy_IGHV1-69_IGHD3-
60 | AOA7SSEY0Q7 22 1GHJ4 175.7 4 71.7
61 | AOAO24FOR7 HLA class IT hlstocompagblllty antigen 169.8 > 207
DR beta chain
IGH c456_heavy__IGHV1-69_IGHD3-
62 | AOASC2G657 10_IGHJ2 166.5 2 27.2
63 | P58743 Prestin 166.1 5 21.6
64 | QIPOLI Zinc finger protein WI.th KRAB and SCAN 165.2 6 15.8
domains 7
65 | AOA286MC66 MHC class I antigen 164.9 3 27.6
66 | AGBNMZ7 Collagen alpha-6(VI) chain 161.1 23 221
67 | P04070 Vitamin K-dependent protein C 158.3 6 22.1
68 | Q13017 Rho GTPase-activating protein 5 156.8 16 20.5
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69 | Q5SWOAO Glutamate-rich protein 6B 154.7 9 28.2
70 | 094851 [F-actin]-monooxygenase MICAL?2 151.6 15 15.7
IGH c3099_heavy_IGHV3-49_IGHD3-
71 | AOA7S5C3W6 22 IGHI6 1514 2 41.4
72 | Q8NG83 Olfactory receptor 2M3 151.4 2 19.9
73 | ESRIW1 Exportin 7 150.5 4 29.5
74 |1 Q13123 Protein Red 148.4 10 27.6
75 | QUHCE6 Rho guanine nuc}eotlde e).ichange factor 146.8 12 233
10-like protein
76 | AOA678ZIC1 MHC class I antigen 146.5 5 254
77 |E9LY29 MHC class I antigen 145.2 2 34.8
78 | AOA7TI2V381 Insulin like growth factor 2 receptor 145.1 19 29.1
79 |HOY659 HECT-type E3 ubiquitin transferase 142.5 12 18.0
80 | QEUXG2 Endosome/lysosome-associated apoptosis 1419 11 3.9
and autophagy regulator 1
81 | Q96B86 Repulsive guidance molecule A 140.8 6 27.8
82 | Q96GC9 Vacuole membrane protein 1 140.0 4 26.1
83 | Q2KJY2 Kinesin-like protein KIF26B 138.5 23 23.6
84 | AOASF9ZHZ7 CFAP298-TCP10L readthrough 136.6 5 223
IGH c3402_heavy_IGHV3-15_IGHDS5-
85 | AOA7S5C403 24 1GHJ4 136.2 3 48.7
86 | QOQHCM2 Plexin-A4 134.5 23 26.1
87 | QIBXNI Asporin 133.0 4 22.9
88 | BADHNO Mitogen-activated protein kinase 132.5 1 7.5
IGH c119_heavy_ IGHV3-48_IGHD2-
89 | AOASC2G5N2 1S IGHJ3 131.6 3 46.9
90 | AOA7RS8GUE3 MHC class I antigen 131.3 5 20.8
91 | Q05516 Zinc finger and BTB domain-containing 1302 3 238
protein 16
92 | AOA2R8Y840 DNA helicase 130.2 24 21.5
93 | QINV7T2 Zinc finger protein 701 130.1 10 32.0
BRCAZ2-interacting transcriptional
94 | Q77589 repressor EMSY 129.7 11 17.1
95 |H3BQS4 Cerebellar degeneration related protein 2 127.8 2 71.7
9% | HOYETS EMSY transcrlptlonal repressor_ BRCA2 1275 3 18.0
Interacting
97 | Q50974 Nucleolar MIF4G d.omam—contammg 1273 10 26.0
protein 1
98 | B3KM26 Alpha-methylacyl-CoA racemase 126.7 6 39.8
99 | 075051 Plexin-A2 126.5 17 13.8
100 | AOAO23T787 RNA-binding protein 8A 125.0 4 339
cDNA FLJ35424 fis_ clone
101 | Q8NAF7 SMINT2001461 125.0 1 13.1
102 | Q4GOP3-10 Isoform 7 of Hy'drocephalus—lnducmg 124.8 12 29 4
protein homolog
103 | DIMEQ5S MHC class I antigen 123.2 1 12.7
104 | QINRG61 Delta-like protein 4 119.8 12 33.1
105 | B7Z4B2 Aminopeptidase 118.9 8 12.8
106 | Q6TFL3 Coiled-coil domain-containing protein 171 116.8 17 24.7
107 | AGNGDS Zinc finger and SCAN domain-containing 115.0 11 44.6

134




protein 5C

108 | 095785 Protein Wiz 1144 12 19.0
109 | Q6NSIS SANT and BTB domain .regglator of class 1132 11 203
switch recombination
110 | Q96T76-9 Isoform 6 of MMSIQ nucleotide excision 1102 9 243
repair protein homolog
111 | B4DEE7 Cytosolic 1ron-sulfur3assembly component 109.7 5 64.9
112 | P47972 Neuronal pentraxin-2 109.6 4 20.2
113015232 Matrilin-3 109.5 9 37.2
114 | PO4746 Pancreatic alpha-amylase 108.7 6 21.1
115 | MITIT3 MHC class I antigen 108.7 2 19.4
116 | Q5T586 Family with sequence similarity 219 108.7 | 18.9
member A
117 | Q08043 Alpha-actinin-3 108.4 10 20.5
118 | Q86UH7 Envelope glycoprotein 108.1 5 21.3
c¢DNA FLJ50056_ highly similar to Homo
119 | BADQNS sapiens BAT2 domain containing 1 108.0 18 22.3
(BAT2D1)_ mRNA
120 | 075093 Slit homolog 1 protein 107.5 12 22.4
121 | QQUIA9 Exportin-7 107.0 11 18.7
122 | Q8NAPS Zinc finger and BTB domain-containing 106.9 6 244
protein 8B
123 | Q9HS582 Zinc finger protein 644 106.7 13 18.3
124 | AOASISQIE1 Regulator of G protein signaling 7 106.7 3 46.9
125 | C1IPHA2 Tyrosine-protein kinase receptor 106.1 15 16.5
126 | Q96192 Serine/threonine-protein kinase WNK4 105.9 15 26.6
127 | Q140284 Isoform 4 of Cyclic nucleotide-gated 105.9 13 235
channel beta-1
IG ¢788_heavy_IGHV3-21_IGHD6-
128 | AOA5SC2GNLI1 13 IGHJ4 105.1 1 20.3
129 | Q76M96 Coiled-coil domain-containing protein 80 105.1 11 16.9
130 | QUP2G1 Ankyrin repeat and IBR domain-containing 104.6 10 207
protein 1
131 | Q96Q06 Perilipin-4 103.7 10 13.3
IGH + IGL c485_heavy_IGHV1-
132 | AOA5SC2GIA4 69 IGHD1.7_IGHJ4 103.6 2 30.0
1331 Q14687 Genetic suppressor element 1 102.9 15 18.0
IGH c832_heavy_IGHV1-69_IGHD3-
134 | AOA7S5BZ35 2 1GHJ4 102.8 1 37.8
Isoform 2 of Sushi_ von Willebrand factor
135 | Q4LDES-2 type A_ EGF and pentraxin domain- 101.8 11 25.3
containing protein 1
136 | HTBXL6 Otogelin like 101.7 12 38.2
137 | P54132 RecQ-like DNA helicase BLM 101.4 15 20.2
138 | 043491 Band 4.1-like protein 2 101.4 6 10.6
139 | Q8N5HT-2 Isoform 2 of SH2 QOmaln—contalnlng 1012 7 186
protein 3C
140 | ASD8W1 Cilia- and flagella-associated protein 69 100.9 12 23.2
141 | ESRHD4 E2F transcription factor 5 100.7 37.6
142 | Q7Z3D6 D-glutamate cyclase_ mitochondrial 100.6 26.8
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143 | Q6P1L6 Zinc finger protein 343 100.4 3 8.5

1441 060518 Ran-binding protein 6 99.4 9 17.0
145 | Q57794 E3 ubiquitin-protein ligase 99.1 2 34.1
146 | P56559 ADP-ribosylation factor-like protein 4C 99.0 4 39.6
147 | Q8WVZ9 Kelch repeat andp]rSOIt“e]}Sindgmain-containing 088 5 10.7
148 | 092800-2 Isofflref;l;t‘ii‘fset;‘;‘; ]IEVZSE‘;' N 98.5 8 218
149 | P51689-2 Isoform 2 of Arylsulfatase D 98.4 7 53.9
150 | D3YTG3 ABI family member 3 binding protein 98.1 11 11.3
151 | AOA804HIS3 Kalirin RhoGEF kinase 98.0 12 234
152 | P13667 Protein disulfide-isomerase A4 97.0 9 29.5
153 | AOA3S6RIQS MHC class II antigen 96.6 1 14.8
154 | B3KTP2 Puromycin-sensitive aminopeptidase 96.4 4 11.6
155 | 000370 LINE-1 retrotransposqble element ORF2 962 2 6.0

protein

156 | Q08379 Golgin subfamily A member 2 96.1 10 20.5
157 | Q8TF17 SH3 d°ma;‘;ﬁ?a‘;;f;;agrlgfelﬁp;de repeat- 96.1 7 133
158 | AOAAQ5BGSS Spectrin beta_ non-erythrocytic 2 96.0 18 15.3
159 | Q5VV43 Dyslexia-associated protein KIAA0319 93.8 9 17.3
160 | QSWWZ7 Cholesterol transporter ABCAS 92.8 16 23.6
161 | Q5SWOB1 ORC ubiquitin ligase 1 92.1 17 42.8
162 | Q8NFAO Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 32 914 12 15.9
163 | QQUXH9 Inactive serine protease PAMR1 91.2 6 18.5
164 | 060566 Mitotic checgaggé ;e[rjlge]/tll;:;)mne protein 907 12 247
165 | P35125-2 Isoform 2 of U}l:;%iiotligszaéboxyl-terminal 907 9 201
166 | ASK4L6 Vang-like protein 90.4 7 28.6
167 | Q8TBZS Zinc finger protein 502 90.1 10 22.8
168 | Q9P260 RAB11-binding protein RELCH 89.8 15 26.5
169 | QQUBWS Bridging integrator 2 89.4 6 234
170 | HOY897 ABI family member 3 binding protein 89.1 6 9.9

171 | Q5STHK1 Protein PRR14L 89.1 22 17.7
172 | P55283-2 Isoform 2 of Cadherin-4 88.6 9 26.2
173 | ATE2F9 SIPA1L2 protein 87.8 10 15.3
174 | Q8NB50 Zinc finger protein 62 homolog 87.2 11 15.8
175 | Q7Z7G0-2 Isoform 2 of Target of Nesh-SH3 86.2 3 18.1
176 | Q12873 Chromodomainljl:tleiicss36-DNA-binding 85.7 17 173
177 | P0O2771 Alpha-fetoprotein 85.0 8 25.6
178 | X6R7S7 FERM domain containing 7 84.8 1 24

179 | AOASC2GDAI1 16 0674—heaV2y2—_II(éIgI\J/i 69_IGHD3 84.3 2 34.7
180 | AOA6QSPGQS8 | Histidine triad nucleotide binding protein 1 84.0 3 294
181 | Q8IX74 AG6 83.2 4 10.6
182 | AOASVSTLXS Trio Rho guanin?arclllgrleotide exchange 83.0 1 21
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183 | Q96S37 Solute carrier family 22 member 12 82.8 3 18.3
154| QONPDS Solutecarter organic nicn wansporer |y | 256
185 | Q2VWA4 SKI family transcriptional corepressor 2 82.5 10 26.7
Rho guanine nucleotide exchange factor
186 | Q8IVES & TIAMS & 82.2 17 21.6
Vi1-
187| AOASC2GBP6 IGH Eéi%‘ﬁgg—fgfféﬁ%{ 81.6 3 29.9
188 | Q8TDIO Chromodomain;l:tlfijssse-DNA-binding 315 19 18.2
189 | AOA2R8Y590 A-kinase anchoring protein 9 81.3 23 18.5
190 | Q92800 Histone-lysine N-methyltransferase EZH1 81.3 8 17.1
Transcription elongation factor A N-
191 | Q8N8B7 terminal and central domain-containing 81.2 6 31.6
protein
192 | QOULBI1 Neurexin-1 80.9 12 15.6
193 | Q9H4Q4 PR domain zinc finger protein 12 80.7 5 36.5
194 | 094986 Centrosomal protein of 152 kDa 80.2 20 26.1
195 | P09884 DNA polymerase alpha catalytic subunit 79.8 10 13.1
196 | Q8TDD1 ATP-dependent RNA helicase DDX54 79.5 7 134
197 | 01537422 Isoform 2 of Monocz;_rboxylate transporter 792 4 6.8
198 | ASK276 D°“ble's“g‘;ﬁ?gﬂiﬁﬁ:}g;;“g Pt 79.0 3 10.0
199 | Q6ZNHS5 Zinc finger protein 497 78.3 7 28.7
200 | Q9BXPS8 Pappalysin-2 78.1 11 12.6
201 | 075891 Cytosolie h%ﬁ;’i‘g;gg:yd“’f"lm 77.8 12 25.1
202 | P51805 Plexin-A3 77.5 16 21.9
203 | AOASC2G7W4 IGL ¢568_light_IGKV1-5_IGKJ2 77.3 1 38.7
204 | 060229-2 Isoform 2 of Kalirin 77.2 15 20.3
205 | Q9UQS52 Contactin-6 77.0 8 18.8
206 | Q96JE9 Microtubule-associated protein 6 76.9 10 20.5
207 | AOAOAOMRA42 Centrosomal protein 192 76.9 16 18.7
cDNA FLJ14354 fis_ clone
wolmons | Ao ||
susceptibility protein 1 homolog
209 | ASA3EO POTE ankyrin domain family member F 76.2 11 17.4
210 | 075420 GRB10-interacting GYF protein 1 75.5 8 16.0
211 | Q9HC52 Chromobox protein homolog 8 74.5 4 14.4
212 | Q6FHY4 Gamma-soluble NSF attachment protein 74.2 4 22.4
213 | AOA1U9XS8Z0 Corneodesmosin 74.0 3 14.6
oulouen | Covrtemicnlew femralueivacd |3 |y | e
215 | QOUIFS Brom"d"g:i;‘;f‘fjp B finger 73.8 20 14.8
216 | 060241 Adhesion G protein-coupled receptor B2 73.7 10 14.4
217 | AOATW2PQLA4 Zinc finger protein 722 73.6 4 25.3
218 | Q6UB98 Ankyrin repeat domain-containing protein 73.2 23 20.5
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2191 Q92794 Histone acetyltransferase KAT6A 73.2 23 24.7
220 | Q6V1X1 Dipeptidyl peptidase 8 73.0 12 26.6
21 | 24923 DNA-directed RNA polymerase II subunit 797 24 239
RPB1
222 | AOA6B7HGF3 MHC class I antigen 71.8 5 21.3
223 | AOASISKSX3 Neurobeachin 71.6 16 13.9
24| AOASC2GL66 | °272—heavly5—_11%%\;63'48—IGHD2' 715 2 35.0
225 [ AGNHRY | omn-contaning proein 1| 713 |19 166
226 | QSH962 HECT_UBA tzri‘fl‘irzvl"E domain 704 9 15.4
227 | J3KT19 ubiquitinyl hydrolase 1 69.9 3 37.0
228 | Q9HCHS Synaptotagmin-like protein 2 69.8 6 10.3
229| QUBXR3 Endogenous retxl;oo\iigz tiri?lup K member 6 69 1 9 205
230 | Q8TC59 Piwi-like protein 2 68.6 14 21.1
231 | AOA3S6EM97 | NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5 68.4 3 7.6
23 | G3V583 Family with sequence similarity 177 633 3 414
member Al
233 | AOA3B3ITI3 Histone acetyltransferase 68.1 21 25.6
234 | Q8NBH6 Fibulin-1 68.0 4 14.4
235 | Q9ULVO Unconventional myosin-Vb 67.9 19 24.2
236 | Q08211 ATP-dependent RNA helicase A 67.2 9 14.2
237 | M1V487 Tyrosine-protein kinase receptor 66.2 13 18.3
238 | AOAAQSBH17 Desmoplakin 66.2 21 21.6
239 | P20908 Collagen alpha-1(V) chain 65.8 16 19.0
240 | P04344 protein iyeosrantere sbunit2 | 058 |4 163
241 | F5GZZ79 CD163 molecule 65.5 15 25.5
242 | QO9MP3 RAD51-associated protein 2 65.1 8 17.9
243 | QIBXT6 RNA helicase Mov1011 64.9 13 21.6
cDNA FLJ13982 fis_ clone
244 | B3KNY%4 Y79AA1001711_ highly similar to 60 kDa 64.9 6 19.7
SS-A/Ro ribonucleoprotein
245 | 043196 MutS protein homolog 5 64.6 5 15.6
246 | AOA2I8B3A3 MHC class I antigen 63.4 4 19.1
247 | P78504 Protein jagged-1 63.2 18 33.6
248 | QSVWII Transcription eloIr)lrgOatteii(:ln regulator 1-like 62.8 6 201
cDNA FLJ53424 _ highly similar to Mus
249 | B7Z413 musculus cytoplasmic FMR1 interacting 62.4 9 154
protein 2 (Cyfip2)_ mRNA
250 | Q6P158 Putative ATP dg)l_elr)l?;;lt RNA helicase 62.2 11 17.0
251 | P36575 Arrestin-C 61.6 5 26.8
252 | B7ZKN7 DNA 3'-5' helicase 61.3 11 22.6
253 |P11274 Breakpoint cluster region protein 61.3 13 24.9
254 | Q63HR2 Tensin-2 61.2 13 224
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255 | AOA2XO0SFI2 SRGAPI 60.8 9 19.6
256 | ASMQI14 Zinc finger protein 850 60.3 7 16.1
257 | 060763 General vesicular transport factor p115 60.3 9 17.0
258 | Q969G9 Protein naked cuticle homolog 1 59.9 5 29.8
259 | Q02952 A-kinase anchor protein 12 59.8 13 16.6
260 | P54652 Heat shock-related 70 kDa protein 2 59.6 6 19.2
261 | AOA384P5M7 Tudor domain-containing protein 7 59.5 7 14.7
262 | MOQXS5 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L 58.5 4 20.9
263 | Q4J6C6 Prolyl endopeptidase-like 1 58.5 8 21.7
264 | 060306 RNA helicase aquarius 58.3 11 16.0
265 | QIY6DS Brefeldin A-inhibited guanine nucleotide- 533 13 155
exchange protein 2
266 | Q969K3 E3 ubiquitin-protein ligase RNF34 58.1 5 20.2
HLA class II histocompatibility antigen_
267 | P79483 DR beta 3 chain 58.1 2 17.7
268 | MOROK3 Nuclear receptor subfamily 1 group H 581 3 91
member 2
269 | Q8WV37 Zinc finger protein 480 57.5 6 15.3
Bifunctional heparan sulfate N-
270 P52848 deacetylase/N-sulfotransferase 1 373 8 146
271| Q141144 Isoform 4 of Low-density hpoproteln 571 7 206
receptor-related protein 8
272 | AOAS90UJTO LDL receptor related protein 8 56.7 7 21.6
273 | QUUI33 Sodium channel protein type 11 subunit 563 20 19.9
alpha
cDNA FLJ57066_ highly similar to

274| B4DQZ0 Collagen alpha-1(XI) chain 363 6 29.9
275 | AOA126LB22 U9s 56.0 14 30.3
276 | H3BNRS G protein subunit alpha ol 559 3 26.4
277 | AOA994J4S0 E3 ubiquitin-protein ligase 55.8 2 12.6
278 | Q8NBH2 Kyphoscoliosis peptidase 55.8 6 15.1
279 | AOAO68LKQ2 Ig heavy chain variable region 55.0 1 14.2
280 | AOA1X9MI81 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5 55.0 3 7.5

281 | PO5060 Secretogranin-1 54.6 10 26.4
282 | Q9BQ39 ATP-dependent RNA helicase DDX50 54.5 10 30.7
283 | QSISGT Proprotein convertasesz subtilisin/kexin type 544 12 143
284 | P35813 Protein phosphatase 1A 54.2 6 325

Isoform 6 of 3'_5'-cyclic-AMP
285 | P27815-6 phosphodicsterase 4A 53.9 2 5.0
286 | Q63HK3 Zinc finger protein Wl'th KRAB and SCAN 532 16 298
domains 2

287 | Q96PC5 Melanoma inhibitory activity protein 2 529 10 14.7
288 | P16144 Integrin beta-4 52.6 15 20.1
2891 Q92499 ATP-dependent RNA helicase DDX1 52.4 6 10.8
290 | O75051-2 Isoform 2 of Plexin-A2 51.8 3 13.6
291 | P13591 Neural cell adhesion molecule 1 51.2 10 22.3
292 | AOA3Q8UG56 | NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 4 50.8 4 22.3
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293 | 043451-1 Isoform 1 of Maltase-glucoamylase 50.5 17 249
294 | QSWUBS-3 Isoform 3 of PHD finger protein 10 50.1 4 215
295 | Q8N9IBS5 Junction-mediating and -regulatory protein 50.0 6 11.8
296 | P54277 PMSI protein homolog 1 50.0 10 15.2
297 | BOEK48 ZFHX2 protein 49.9 15 20.8
298 | AOAOJOY VPO HECT and RLD domain containing E3 49.7 11 13.4
ubiquitin protein ligase 2
299 | AOA2R8YDS7 Vacuolar protein sorting 13 homolog D 49.7 7 10.1
300 | Q03701 CCAAT/enhancer-binding protein zeta 49.2 14 22.2
301 | Q9C0OD4 Zinc finger protein 518B 49.1 8 15.0
302 | AOA024QYS2 Transmembrane 9 superfamily member 48.8 5 12.1
303 | Q5SZL2 Centrosomal protein of 85 kDa-like 48.7 14.4
304 | 014637 Laminin alpha 3b chain 48.1 20 28.5
305 | P48742 LIM/homeobox protein Lhx1 48.1 11.3
306 | ESRHOS TUB like protein 2 47.4 15.9
307 | AOARVSTPE9 Calcium voltage-gated channel subunit 471 10 19.8
alphal E
308 | QSIWY4 Signal peptide_ CUB and EGF-like 46.8 7 14.5
domain-containing protein 1
309 | QUUPQ9 Trinucleotide repeat-cpntammg gene 6B 46.4 18 18.9
protein
310 | P15313 V-type proton ATPase subunit B_ kidney 46.2 6 250
isoform
311 | Q9Y2TI Axin-2 46.0 5 7.5
312 | P35609 Alpha-actinin-2 45.6 9 18.8
313 | ASK8HO Chloride channel protein 45.6 5 17.8
314 | C9JSJ3 Meiosis initiator protein 45.3 9 26.2
315 | Q86TZ1 Tetratricopeptide repeat protein 6 45.2 4 21.9
316 | Q13255 Metabotropic glutamate receptor 1 452 12 22.7
317 | AOATWTHCVO9 Truncated WD r.ep.eat—and EYVE domain- 45.0 17 18.4
containing protein 4
318 | Q9BYCS Alpha-(1_6)-fucosyltransferase 44.6 4 10.1
319 | H3BN21 StAR related 11p1.d .transfer domain 446 12 172
containing 9
320 | 095672 Endothelin-converting enzyme-like 1 44.2 8 19.5
321 | AONIU4 Obscurin isoform B 44.0 12 144
322 | ASKOYO Opioid b1nd}ng protem/f:el.l adhesion 43.9 2 11.9
molecule-like preprotein isoform a
3231015072 A disintegrin and meta}llopro.temase with 437 3 17.4
thrombospondin motifs 3
324 | AOA7POTAS6 Neurogenic locus notch homolog protein 1 43.6 11 14.3
325 | Q62ZN16 Mltogen—actlvate:d protein kinase kinase 435 9 13.6
kinase 15
326 | Q9Y2HO Disks large-associated protein 4 433 6 10.5
IGH c137_heavy_IGHV1-46_IGHD2-
327 | AOA7S5EUS6 15 IGHJ5 43.2 1 12.1
Isoform 4 of E3 ubiquitin-protein ligase
328 | Q6ZT12-4 UBR3 43.2 2 3.1
329 | P08514 Integrin alpha-IIb 42.8 5 11.0
330 | Q5D862 Filaggrin-2 42.7 17 22.5

140




331 | Q9P2E9 Ribosome-binding protein 1 42.1 11 15.5
332 | P57740-3 Isoform 3 of Nuclear pore complex protein a1 4 18.2
Nup107

333 | Q5JSZ5 Protein PRRC2B 42.0 16 12.9

3341 Q92845 Kinesin-associated protein 3 41.3 259

335/ Q3BBVO NBPF family member NBPF1 40.3 10.4

336 | MOR2J8 Doublecortin domain-containing protein 1 39.9 10 10.9

337| Q86VMY Zinc finger CCCH ~domam-contammg 39.7 3 17.0
protein 18

338 | QSIUA7 ATP-binding cassette sub-family A 386 3 127
member 9

339 | Q6P2S7 Putative tetratricopeptide repeat protein 41 38.3 13 19.6

340 Q93073 Selenocysteine 1nseft10n §equence—b1nd1ng 382 5 99

protein 2-like

341 | Q13064 E3 ubiquitin-protein ligase makorin-3 37.3 5 20.5

342 | QSIWT2 GRIP and coﬂed-coﬂ. domain-containing 36.6 16 16.9
protein 2

343 | QUBQSS FYVE and coﬂed—coﬂ. domain-containing 35.9 9 13.2
protein 1

344 | 000329 Phqsphaﬂdyhnqsﬁol 4_§—blsphqsphate 3- 352 10 16.7

kinase catalytic subunit delta isoform
3451 Q92598 Heat shock protein 105 kDa 34.8 10 24.0
Transient receptor potential cation channel

346 | QIHCF6 subfamily M member 3 342 12 15.5

347 | QOUKA4 A-kinase anchor protein 11 34.1 16 17.7

348 | P48634 Protein PRRC2A 333 16 13.1

349 | Q96IR2 Zinc finger protein 845 33.0 10 17.7

350 | Q69YHS Cell division cycle-associated protein 2 329 8 14.8

351 | AOAOSTWWWS Calcineurin binding protein 1 32.7 17 13.4

352 | AOASVSTL21 Coiled-coil domain containing 144A 32.6 15 17.4

3531 Q9Y6N6 Laminin subunit gamma-3 30.3 16 19.7

354 | AOA7I2V3HO GRB10 interacting GYF protein 2 29.8 5 13.7

355 | QOUIW2 Plexin-A1l 29.4 7 9.3

356 | Q9C093 Sperm flagellar protein 2 29.4 17 16.5

357| Q14839 Chromodomam—heh.case—DNA—bmdmg 8.6 16 15.1
protein 4

358 | AOA7I2V516 GRBI10 interacting GYF protein 2 27.8 6 10.3

359 | B773U7 cDNA FLJ56QO7_'h1gh.ly similar Fo Cipl- 274 6 16.5

interacting zinc finger protein
360 | 095644 Nuclear factor of actllvated T-cells_ 26.2 6 10.9
cytoplasmic 1

361 | PO7357 Complement component C8 alpha chain 26.1 4 18.3

362 | P01024 Complement C3 24.2 14 15.2

363 | B1AJZ9 Forkhead—assomated.domam—contammg 278 13 142
protein 1

364 | HOYLNS non-specific serlpe/threonlne protein 217 9 10.4

kinase

365 | Q12840 Kinesin heavy chain isoform 5A 21.1 7 12.8

366 | QQULHO Kinase D-interacting substrate of 220 kDa 19.7 10 14.1

367 | Q14BN4 Sarcolemmal membrane-associated protein 19.5 6 12.6
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368 | Q13428 Treacle protein 11.9 9 12.9
Identified Proteins at 48 hours
Accession Protein name PLGS Score | Peptides | Coverage (%)
369 | AOASK1TTM9 HLA-DRB1%1419 1412.1 2 69.1
370 | AOAO9OKMS1 HLA class I antigen 856.0 3 17.4
371 | K7ELJ6 Lysophosphatidic acid receptor 2 5924 2 60.6
3721 Q99590 Protein SCAF11 577.6 15 12.6
Voltage-gated inwardly rectifying
3731 Q12809 potassium channel KCNH2 568.3 13 285
374 | AOAOS4XRH3 MHC class I antigen 531.0 1 14.5
375 | Q15042 Rab3 GTPase-actlvatm.g protein catalytic 4303 13 246
subunit
376 | Q86UY6 N-alpha-acetyltransferase 40 399.9 17.7
377 | P14314 Glucosidase 2 subunit beta 382.9 254
378 | P30876 DNA-directed RNA polymerase II subunit 371 1 16 275
RPB2
cDNA FLJ51579_ highly similar to
3791 B4DYQ6 Calcineurin subunit B isoform 2 .’ 3 46.0
380 | Q86XA9 HEAT repeat-containing protein SA 3244 27 25.5
381 | AOAOG2R0OX9 MHC class I antigen 312.9 2 42.5
3821 Q01826 DNA-binding protein SATB1 303.0 13 28.6
383 | A2KBB9 Anti-(ED-B) scFV 300.8 2 25.6
IGH c345_heavy IGHV3-53_IGHDS5-
384 | AOA7S5EU33 18 IGHI6 291.6 3 533
385 | QOY6AS5 Transforming acidic cgled-coﬂ-eontammg 215.7 10 19.8
protein 3
386 | POCL83 Putative STAG3-like protein 1 205.6 2 234
387 | 094956-2 Isoform 2 of Solute carrier organic anion 2027 10 396
transporter family member 2B1
388 | E3NZD7 KIR2DL3 156.6 7 31.2
Isoform 2 of Target of rapamycin complex
389 | Q9BPZ7-2 7 subunit MAPKAP1 138.2 5 26.1
390 | Q8TF72 Protein Shroom3 133.7 24 26.5
391 | O14628-5 Isoform 5 of Zinc finger protein 195 113.3 12.7
3921 Q4V328 GRIP1-associated protein 1 85.1 22.6
393 | Q8WXA9 Splicing regulatory gl.utamlnellysme—rlch 5541 45 376
protein 1
394 | Q8IUBY9 Keratin-associated protein 19-1 550.9 100.0
395 | 075915 PRAI1 family protein 481.3 53.2
396 | P22748 Carbonic anhydrase 4 465.0 55.4
397 | QUGIK1 Blorlentatl(.)n. qf chromqsomes in cell 719.4 4 503
division protein 1
398 | QOBUW7 Bublin coiled-coil protein 547.8 7 77.1
399 | Q8TDU6 G-protein coupled bile acid receptor 1 520.7 5 51.2
400 | 095800 Probable G-protein coupled receptor 75 472.5 6 48.1
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401 | Q9BVX2 Transmembrane protein 106C 478.4 5 50.4
402 | QINWC5 Transmembrane protein 45A 385.4 9 64.4
403 | AGNGD5 Zinc finger and SCAN domain-containing 381.2 20 50
protein 5C
404 | Q9Y337 Kallikrein-5 352.2 6 55.6
405 | P13569 Cystic fibrosis transmembrane conductance 354 15 23.6
regulator
Identified Proteins at 72 hours
Accession Protein name PLGS Score | Peptides | Coverage (%)
406 | 000267 Transcription elongation factor SPTS 940.2 15 24.0
407 | Q8WZ73-3 Isoform 3 of E3 l}blqu}tln-proteln ligase 824 3 1 19.0
rififylin
408 | QSWXA9 Splicing regulatory gl.utamme/lysme-rlch 6753 20 165
protein 1
IG ¢c565_heavy_IGHV3-33_IGHD2-
409 | AOA5SC2GM26 > IGHJ6 602.4 1 39.7
410 | J3KNFO GDNF family receptor alpha 2 565.8 3 82.3
411 | Q9Y2P4 Long-chain fatty acid transport protein 6 560.5 10 249
412 | B2R8P6 long-chain-fatty-acid--CoA ligase 548.2 11 28.3
413 | 161.893 Phospholipase A2 dgmaln-contalnlng 5194 2 12.0
protein
4141 Q14192 Four and a half LIM domains protein 2 518.2 7 38.7
415 | QOZCH6 Immunglobulin he.avy chain variable 501.9 3 538
region
416 | AOA2I4PZI2 MHC class I antigen 455.2 1 31.5
417 | AOAOS7WUDO Phosphodiesterase 10A 427.4 3 44.3
418 | QINVH2 Integrator complex subunit 7 389.0 8 12.6
419 | Q9NVH2-4 Isoform 4 of Integrator complex subunit 7 381.7 10 20.0
420 | P24001 Interleukin-32 380.0 4 37.6
IGH c1496_heavy_IGHV1-2_IGHD2-
421 | AOA7S5BZX7 15 IGHJ3 375.5 1 32.8
IG ¢225_heavy_IGHV3-30_IGHDS5-
422 | AOA5C2GKZ0 12 IGHJ4 374.8 1 36.7
423 Q130182 Isoform 2 of Secretory phospholipase A2 374 6 13 228
receptor
IG c1135_heavy_IGHVS5-51_IGHD6-
424 | AOA5SC2GNY4 25 IGHJ3 361.7 2 533
425 | P43353 Aldehyde dehydrogglilse family 3 member 3583 5 248
426 | 095045 Uridine phosphorylase 2 358.0 6 36.3
427 | LOR6E1 Alternative protein CACNA2D2 356.0 2 48.7
428 | Q9BUB4 tRNA-specific adenosine deaminase 1 347.8 9 29.9
429 | B4DLA42 tRNA-specific adenosine deaminase 1 341.2 12 323
IGH c1720_heavy_IGHV1-2_IGHD3-
430 | AOA7S5C4G6 9 IGHJ4 330.4 1 33.1
IG ¢339_heavy_IGHV3-33_IGHD3-
431 | AOASC2GEJO 22 IGHJ1 316.7 5 45.1
432 | 000423 Echinoderm microtubule-associated 208.1 7 16.9

protein-like 1
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433 | ASPLL7 Plasmanylethanolamine desaturase 1 289.9 3 29.6
4341 AOA343SUV0O | NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 1 278.6 4 39.0
4351 Q10589 Bone marrow stromal antigen 2 278.4 2 294
436 | QINWH9 SAFB-like transcription modulator 271.7 6 13.4
437 | P02751-10 Isoform 10 of Fibronectin 264.1 20 25.6
438 | P27708 Multifunctional protein CAD 262.0 20 22.1
439 | AOASC2GMR4 | 1€ C735—heavzy2—_ll((}}llfl\;§ 51_IGHD3 260.8 2 46.8
440 | AOA7THIDI1Z2 ATP synthase subunit a 256.5 1 26.7
441 | QINQ30 Endothelial cell-specific molecule 1 253.6 6 51.6
442 | QOUKAS-3 Isoform 3 of Calcipressin-3 247.7 2 45.1
443 | AOA3B3IT11 Heparan sulfate proteoglycan 2 238.6 6 64.2
444 | K9JA46 Epididymis luminal secretory protein 52 238.0 10 25.7
445 1 Q6UXC1 Apical endosomal glycoprotein 232.2 9 21.8
446 | QOUPRS Sodium/calcium exchanger 2 230.6 10 25.1
447 | QINSY1 BMP-2-inducible protein kinase 230.5 10 22.0
448 | Q06124 Tyrosine-protein I:t);lgzplhlatase non-receptor 2299 7 26.1
49| 000329 " inasecatalyte subumt deha moform | 2293 | 16| 310
450 | AOA343H8W6 ATP synthase subunit a 229.1 1 25.7
451 | ESRGJ7 Regulator of G protein signaling 22 226.2 4 42.8
452 | 060237 Protein phosphataslezllgregulatory subunit 2244 9 245
453 | Q5T160 probable fgﬁﬁﬁgnﬁi‘* ligase_ 221.1 5 18.0
454 | FSWDJ2 RAB3 GTl;arsoet;flﬁsvuaggﬁ tnzon'catalytic 218.0 4 56.1
455 | AOATI2V2Y7 G"lngli;izft‘;’é‘ilz Q;;;getagcﬁia?me 212.1 2 40.9
456 | Q8N3X1 Formin-binding protein 4 209.5 11 26.7
457 | Q8IYRO6 Tomoregulin-1 207.3 5 30.0
458 | P60660-2 Isoform Sm";ﬁy‘g‘égﬂge(’g Myosin light 207.2 2 23.8
459 | RAGMR?7 Tubulin tyrosine ligase like 3 205.5 4 40.9
460 | QSNDO9 Uncharacterized protein DKFZp434K1130 204.1 3 67.3
461 | Q99578-2 Isoform 2 of GTP-binding protein Rit2 202.7 4 72.5
462 | Q9ULO1 Dermatan-sulfate epimerase 202.3 5 11.1
IG ¢508_heavy_IGHV3-30_IGHD3-
463 | AOA5SC2GMV1 - ZyZ__IGHJ4 - 196.5 1 31.0
464| B3KMM?7 HEMB;?(IESSIZI;J_] 11115g2kﬁyf 1ssl_mclll(;l fo Agrin 195.7 4 230
465 Q01118 Sodium channel glr:ﬁzin type 7 subunit 1953 14 16.4
466 | Q8TBYS Polyamine mocFl)Lrlla;Le;g 1;actor 1-binding 188.7 3 86
467 | AOASISKXU2 Tubulin tyrosine ligase like 3 188.4 11 234
468 | Q7RTWS8 Otoancorin 188.1 11 23.3
469 | Q9Y2D2 UDP-N-acetylglucosamine transporter 185.3 5 40.9
470 | P45844 ATP-binding cassette sub-family G 184.8 6 21.1
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member 1

471 | AOA1S5V2W1 HLA class I histocompatibility antigen 180.5 1 14.6
IGH c3104_heavy_IGHV1-69_IGHD3-
472 | AOA7SSEY07 2 1GHJ 177.8 1 22.8
473 | DBRAAS Transforming acidic cpﬂed—coﬂ containing 173.4 7 113
protein 2
474 | Q7RTV3 Zinc finger protein 367 168.7 2 10.0
cDNA FLJ46903 fis_ clone
MESAN2003661_ highly similar to Cdc42
475| B3KYS9 effector protein 3 (Binder of Rho GTPases 165.4 > 36.6
2)
IGH c4115_heavy_IGHV3-73_IGHD1-
476 | AOA7S5C678 26, IGHJ4 164.1 2 35.0
IGH c1984_heavy_IGHV5-51_IGHD3-
477 | AOA7S5C2P5 22 IGHJ3 161.7 2 46.0
IGH c1553_heavy_IGHV5-51_IGHD6-
478 | AOA7S5BZT6 19 IGHJ3 160.0 1 29.3
4791 Q02487 Desmocollin-2 154.3 6 8.8
480 | 075665 Centriole and centriolar satellite protein 154.2 10 18.8
OFD1
481 | Q96NGS Zinc finger protein 582 149.6 7 31.3
482 | L7RSL3 receptor protein-tyrosine kinase 147.0 19 21.5
483 | P63010 AP-2 complex subunit beta 145.2 7 21.1
484 | Q9POV8-2 Isoform 2 of SLAM family member 8 143.8 3 19.9
485 | P29374-2 Isoform II of ATF-.rlch mter'actlve domain- 1425 16 273
containing protein 4A
486 | AOA8VSETLD7 Dedicator of cytokinesis 10 142.4 10 345
487 | AOABVSTPSS Amyloid beta precursor protein binding 141.2 3 135
family A member 1
cDNA FLJ58949_ highly similar to
488 | B7Z6T5 Voltage-dependent L-type calcium channel 140.1 1 15.9
subunit beta-3
489 | X2C0V4 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 1 137.0 3 70.4
490 | Q12888 TP53-binding protein 1 117.9 22 31.1
491 | AOA1BOGVSS8 Kinesin family member 16B 1134 26 253
492 | Q57U85 1Q motif and SEC7 c.iomam-contamlng 109.9 15 20.4
protein 2
493 | AGBNNKS Tumor protein p53 binding protein 1 108.5 21 30.6
494 | Q6ZUIS Phosphoinositide 3—k11nase adapter protein 106.7 12 34.9
495 | QSNEO9 Regulator of G-protein signaling 22 105.9 12 15.6
496 | Q7Z7F0 KH homology domain-containing protein 4 104.2 8 36.6
497 | P19022 Cadherin-2 101.8 8 27.0
498 1 014976 Cyclin-G-associated kinase 101.2 9 14.4
499 1 015397 Importin-8 100.6 10 21.8
500 | P48634 Protein PRRC2A 98.7 20 22.9
501 | QSNBS3 Solute carrier family 4 member 11 98.4 11 30.1
502 | Q5T200 Zinc finger CCCH QOmaln—conta1n1ng 95.0 27 20.1
protein 13
503 | P29692-2 Isoform 2 of Elongation factor 1-delta 89.7 9 243
504 | D3YTG3 ABI family member 3 binding protein 88.6 16 21.1
505 | B4E3H1 Supervillin 88.0 11 17.4
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506 | QS9HAS Cyclin G-associated kinase variant 87.1 9 17.3
507 | P46934 E3 ubiquitin-protein ligase NEDD4 86.0 18 27.1
508 | 095425 Supervillin 85.9 17 16.0
509 | QOULVO Unconventional myosin-Vb 81.0 22 21.9
510 | Q9Y6N7 Roundabout homolog 1 80.5 17 28.4
511 | Q02952 A-kinase anchor protein 12 78.4 23 23.2
512 | AOA6QSPGRS Ligand dep:ﬂ:g;ens‘;lrear receptor 775 10 29.7
513 | Q7Z3C4 Uncharacterized protein DKFZp686J0330 76.6 9 14.5
514 | QONYB9 Abl interactor 2 76.1 7 29.4
515 | P09958 Furin 75.1 8 29.6
516 | 075643 US small nucllga;ra rlill;(l)irézieoprotein 200 748 4 21.0
517 | ASA3EO POTE ankyrin domain family member F 72.8 13 26.4
518 | AOA3B3IS53 Histone acetyltransferase 72.5 22 26.8
519 | AOA7POT8U2 furin 71.9 6 23.0
520 | Q02880 DNA topoisomerase 2-beta 71.1 12 15.4
521 | AOASO4HIA4 F"rkheadSissgf;;tggrﬁzfﬂh(’pepude 710 15 15.1
522 | P14598 Neutrophil cytosol factor 1 70.5 5 29.0
523 | Q13075 Baculoviral IAP repeiat-containing protein 659 15 291
524 | Q8IXFO Neuronal PAS domain-containing protein 3 65.7 10 25.5
525| Q86YA3 5'-3' DNA helicase ZGRF1 62.5 21 19.7
526 | Q8NI27 THO complex subunit 2 62.0 18 20.2
527 | AOA994J4T6 Centrosomal protein 43 59.9 5 23.0
28| Q86YWS wanseripion subunit 12-ke proein | 79|19 199
529 | ASMW92 PHD finger protein 20-like protein 1 50.1 8 13.9
530 | Q9Y4I1 Unconventional myosin-Va 46.9 23 15.2
531| Q5JSZS5 Protein PRRC2B 46.7 25 19.6
532 | AOABVETRI9 Dedicator of cytokinesis 9 44.7 18 15.9
533 | Q15858 Sodium channel :lrr(’)}tlzin type 9 subunit 411 13 18.1
534 | P01024 Complement C3 40.3 23 27.7
535|Q7Z3U7 Protein MON2 homolog 37.7 12 13.2
536 | P00414 Cytochrome c oxidase subunit 3 436.0 4 22.6
537 | QO9UBRS Chemokine-like factor 415.6 7 78.9
538 | Q96ATI9 Ribulose-phosphate 3-epimerase 393.9 6 64.9
539 | P35225 Interleukin-13 3324 8 65.1
540 | AOA7POTSTS Leucine rich repeat kinase 2 33.9 4 11.2
s41 | P20020 Plasma membrane calcium-transporting 23.8 7 13.3

ATPase 1
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2D-A549 HYPOXIA

Identified Proteins at 24 hours

Accession Protein name PLGS Score | Peptides | Coverage (%)
1 Q9Y2L6 FERM domain-containing protein 4B 702.1 17 26.0
2 | AOASH2UD34 MHC class II antigen 664.0 2 41.0
3 E9PJFO Mitogen-activated protein kinase 612.7 6 37.3
4 | AOA3S6RIX4 MHC class II antigen 598.3 3 71.9
5 H9BYU6 MHC class I antigen 556.0 1 70.3
6 | AOATU9X8RY RING-type E3 ubiquitin transferase 548.2 4 21.6
7 | A0A288Q967 MHC class I antigen 522.7 1 29.3
8 | AOA7SSEWHA IGH c453_heavy IGHV1-2_IGHD3- 5092 1 320
9_IGHJ1
9 060424 histone acetyltransferase 466.9 5 11.1
10 E5KRO06 non-specific serine/threonine protein kinase 428.1 3 17.2
11 P16278 Beta-galactosidase 407.7 7 24.5
Serine/threonine-protein
12 N Y kinase/endoribonuclease IRE1 | 10 243
13 QI9Y4E1 WASH complex subunit 2C 383.8 13 17.8
14 Q13319 Cyclin-dependent kinase 5 activator 2 373.9 4 39.8
15 Q08050 Forkhead box protein M1 366.3 7 23.6
16 Q5T200 Zinc finger CCCH fiomam—contammg 351.1 28 16.7
protein 13
17 Q2M3W8 Zinc finger protein 181 342.5 6 15.2
18 | AOA8Q3SID6 Complement C5 335.0 13 17.1
19 Q5QTR6 FWP010 327.5 1 19.5
20 015055 Period circadian protein homolog 2 324.8 5 10.8
21 P16471 Prolactin receptor 3233 9 40.7
22 Q86W56 Poly(ADP-ribose) glycohydrolase 313.7 17 32.5
23 | AOAO059RH94 Cytochrome b 293.2 2 25.0
2 P35498 Sodium channel protein type 1 subunit 2848 24 256
alpha
25 Q8TB22 Spermatogenesis-associated protein 20 269.9 7 22.6
2% BADWE9 cDNA FLJ60358_ hlghlx s1m1.1ar to 2683 5 327
Regulator of G-protein signaling 3
27 | AOA4P8D7HS MHC class II antigen 2634 2 314
28 Q15608 Troponin T_ cardiac muscle 262.5 2 27.4
29 P35968 Vascular endothelial growth factor receptor 261.5 10 15.4
30 X2BYT9 SETDB2-PHF11 fusion protein variant 3 261.1 3 41.2
IGH ¢2930_heavy_IGHV3-49_IGHD2-
31 | AOA7S5C3Z4 15 IGHJ4 254.1 1 31.0
32 HOY8M7 ATPase phospholipid transporting 10D 253.1 3 19.2
13 QOSBV3 Echinoderm mlc.rotl.lbule—assocmted 248.1 24 235
protein-like 5
34 | AOA7SSEXUI IGH ¢2774_heavy_IGHV3-11_IGHD3- 244 5 > 203

10_IGHJ4
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35 | AOA7THORRI18 MHC class I antigen 241.1 1 33.0
36 P55286 Cadherin-8 2214 7 235
17 QOUIF9 Bromodomain gdj acen.t to zinc finger 2183 15 15.7
domain protein 2A
IG c554_heavy IGHV1-2_IGHD6-
38 | AOASC2GEES 19_IGHJ4 215.5 1 33.1
IGH ¢3545_heavy_IGHV3-48_IGHD6-
39 | AOA7S5C552 13 IGHJ4 213.7 2 52.1
40 Q13620 Cullin-4B 213.2 18 28.0
41 Q7YEF8 Cytochrome b 191.5 2 25.1
42 P02671 Fibrinogen alpha chain 187.9 8 16.9
43 F8WF46 Methylcrotonyl-CoA carboxylase subunit 1 184.6 1 71.4
44 F8SWDI11 Fission_ mitochondrial 1 184.5 3 86.7
cDNA FLJ39945 fis_ clone
SPLEN2023977_ highly similar to Homo
45 B3KUIO sapiens CD97 antigen (CD97)_ transcript 183.8 > 19.1
variant 2_ mRNA
16 QIY4F9 Rho family-interacting cell polarization 181.2 13 18.2
regulator 2
47 095780 Zinc finger protein 682 179.3 6 16.3
cDNA_ FLJ95315_ highly similar to
48 B2RB53 Homo sapiens actin related protein M2 178.2 5 26.5
(ARPM2)_ mRNA
49 QI6IMT Lethal(3)mahgnant. brain tumor-like 177.1 10 6.9
protein 3
50 P09958 Furin 176.2 10 20.2
51 QONZL3 Zinc finger protein 224 175.6 9 19.0
5 Q6P996 Pyrldoxa!-depen(l.el}t decarb9xylase 170.8 10 16.9
domain-containing protein 1
53 | AOAO6OVCWO MHC class I antigen 169.4 1 6.8
Isoform 2 of Histone acetyltransferase
54 Q8WYB5-2 KAT6B 166.7 21 18.4
Probable ATP-dependent RNA helicase
55 Q5H9U9 DDX60-like 166.3 21 20.6
cDNA FLJ54709_ highly similar to
56 B4DHI16 Methylcrotonoyl-CoA carboxylase subunit 164.9 4 8.5
alpha_ mitochondrial
57 QIOH6Y2 WD repeat-containing protein 55 164.6 7 25.3
58 Q8TE30 RNA-directed DNA polymerase 162.3 13 19.7
59 QSTD57-3 Isoform 3 of Dynein ;xonemal heavy chain 158.9 2 209
60 Q70ELI1 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 54 158.2 14 14.0
61 015031 Plexin-B2 158.0 16 17.4
62 B4DZI17 Exocyst complex component 2 157.5 12 345
63 QYUHX3-4 Isoform 4 of Adhesion G protein-coupled 156.7 2 3.6
receptor E2
64 | AOASC2GGU3 IG ¢1032_heavy_IGHV3-30_IGHDI1- 155.3 1 15.2
1_IGHJ6
65 | A0A2U8J922 Ig heavy chain variable region 152.2 1 20.4
Solute carrier organic anion transporter
66 QI9NPDS5 family member 1B3 150.7 7 25.2
67 Q641Q2 WASH complex subunit 2A 147.7 15 20.7
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IGH ¢918_heavy_IGHV3-15_IGHD6-

68 | AOA7SSEWW8 19 1GHJ4 147.5 1 10.7
69 Q14CX7 N-alpha—acet}'llitransferasg 25_ NatB 147 4 9 16.2
auxiliary subunit
70 | AOA8VSTKIO Fas cell surface death receptor 145.0 3 36.0
Eukaryotic peptide chain release factor
71 QIYDI GTP-binding subunit ERF3B 1424 ? 309
72 Q9HBT7 Zinc finger protein 287 142.4 11 17.9
73 Q8N8J7 Uncharacterized protein FAM241A 141.5 2 23.5
74 Q6NUT?2 Probable C-mannosyltransferase DPY19L2 140.2 10 28.2
75 Q7Z6C1 histone acetyltransferase 137.8 9 13.3
76 HOYCES CTR9 homolog_ Paf1/RNA polymerase II 137.1 3 270
complex component
77 H3BMZ9 Mannose-6-phosphate isomerase 136.4 1 14.4
78 Q8N7E8 cDNA FLJ25713 fis_ clone TST05089 136.2 3 523
79 Q8IYNO Zinc finger protein 100 136.1 6 22.3
80 Q86Y13 E3 ubiquitin-protein ligase DZIP3 135.0 13 16.7
81 Q3T1D4 RAETI1E protein 133.8 2 53.8
0 QUNY46 Sodium channel Elrr())}tlzm type 3 subunit 1323 16 224
83 | AOA7I2YQ72 RING-type E3 ubiquitin transferase 130.5 3 279
84 | AOA3S6RGO02 MHC class I antigen 129.6 2 18.6
85 | AOA678ZHE3 MHC class II antigen 127.8 2 53.6
36 QYUPS8 Ankyrin repeat dom;u6n-contam1ng protein 1277 19 18.5
87 QIOUPVI Trafficking kinesin-binding protein 1 126.8 12 26.5
88 Q8IWU2 Serine/threonine-protein kinase LMTK?2 123.1 12 214
89 Q53RZ9 GPN-loop GTPase 120.6 3 22.2
90 Q59H9%4 Gamma filamin variant 118.7 12 20.1
Probable E3 ubiquitin-protein ligase
91 Q8IVU3 HERC6 118.6 10 18.4
9 015439 ATP-binding cassette sub-family C 114.1 11 18.6
member 4
93 095197 Reticulon-3 113.2 9 18.5
o4 Q6PD62 RNA polymerase-associated protein CTR9 1132 14 278
homolog
1-phosphatidylinositol 4_5-bisphosphate
95 Q15147 phosphodiesterase beta-4 13.0 18 28.6
96 Q2M1Z3 Rho GTPase-activating protein 31 111.3 10 19.5
97 Q8IYB9 Zinc finger protein 595 110.3 6 15.1
98 P06213 Insulin receptor 110.2 14 20.2
99 000462 Beta-mannosidase 109.3 6 15.5
100 Q59G42 Eukaryotic translation initiation factor 4 108.3 9 14.8
gamma 2
101 H3BMM1 Myosin IXA 108.0 24 26.3
102 B7ZAD2 Filensin 107.8 6 20.5
103 HOY3P2 Eukaryotic translation initiation factor 4 107.8 3 142
gamma 2
104| AOA455QZK9 HLA class I histocompatibility antigen B 107 4 ) 113

alpha chain
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105 Q9H47Z2 Zinc finger protein 335 106.6 6 11.4

106 P45379-11 Isoform 11 of Troponin T_ cardiac muscle 103.9 3 18.6

107 Q86X10 Ral GTPase-activating protein subunit beta 103.8 14 28.0

Cone cGMP-specific 3'_5'-cyclic

108 P>1160 phosphodiesterase subunit alpha’ 102.8 0 220

109 Q9H379 Putative uncharacterized protein PRO3102 101.4 2 48.4

10| AOASISKSGS Intraflagellar transport protein 122 101.2 13 21
homolog

11 QSIST6 EF-hand domain-containing family 100.1 11 249

member C2

112 AQJLRO non-specific serine/threonine protein kinase 99.8 10 24.1

113 P16581 E-selectin 96.4 25.7

114 Q14940 Sodium/hydrogen exchanger 5 95.8 28.9

115 QS8IYHS5 Z7Z-type zinc finger-containing protein 3 93.4 30.9

116 Q9HBU1 Homeobox protein BarH-like 1 93.3 36.6

117 QI9Y4F5 Centrosomal protein of 170 kDa protein B 92.3 20 21.6

118 | AOAAQSBHI9 Filamin C 92.0 16 10.8

119 Q92878 DNA repair protein RAD50 90.1 20 18.5

120 QoUPZ3 BLOC-2 complex member HPSS5 89.8 15 27.5

121 A0A994J4S5 Transformatlogltranscrlpt.lon domain 89.6 17 18.4

associated protein
122 QINUQ2 1 -acyl-sn-glycerol—3-phpsphate 88.8 5 19.8
acyltransferase epsilon

123 Q5JSL3 Dedicator of cytokinesis protein 11 88.8 20 22.7

124 | AOAO024R6A3 Presenilin (Fragment) 87.2 4 23.8

125 QO9H7RO Zinc finger protein 442 86.4 12 29.5

126|  QIBYV6-2 Isoform 2 of Trlpart}te motif-containing 858 6 3738
protein 55

127 E9KL29 Epididymis tissue protein Li 176 83.9 4 18.2

Isoform 3 of Outer kinetochore KNL1
128 Q8NG31-3 complex subunit KNLI 83.8 18 17.4
129 014802 DNA-directed RNA polymerase III subunit 833 19 278
RPCI
130 Q6ZP01 RNA-binding protein 44 83.3 9 13.5
17S U2 SnRNP complex component
131 043719 HTATSF1 81.5 13 31.1
132 000160 Unconventional myosin-If 81.3 12 18.9
Microtubule-associated serine/threonine-

133 Q6P0QS protein kinase 2 80.9 11 10.7

134 M1V487 Tyrosine-protein kinase receptor 79.0 13 25.5

135 QS8IVF7 Formin-like protein 3 78.5 9 17.4

136 Q5T5P2 Sickle tail protein homolog 78.3 18 16.7

137 P27797 Calreticulin 75.6 3 18.0

138 Q5SRES-2 Isoform 2 of Nucleoporin NUP188 75.0 7 11.6

139 QI9ULHO Kinase D-interacting substrate of 220 kDa 74.4 20 18.0

140 Q99698-2 Isoform 2 of Lysosomal-trafficking 72.0 16 16.2
regulator

141 Q00722 1-phosphatidylinositol 4_5-bisphosphate 698 16 317

phosphodiesterase beta-2
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Isoform 2 of Colorectal mutant cancer

142 P23508-2 . 69.7 16 28.3
protein
143 Q13459 Unconventional myosin-Ixb 69.4 28 20.7
144 | AOA3B3IS53 Histone acetyltransferase 69.2 17 19.9
145 P22102 Trifunctional purine l?losynthetlc protein 69.0 9 215
adenosine-3
146 015357 Phosphatidylinositol 3_4_5-trisphosphate 68.9 15 277
5-phosphatase 2
147 QOHI1P3 Oxysterol-binding protein-related protein 2 68.7 6 18.1
148 Q6XZF7 Dynamin-binding protein 68.7 13 17.1
149 Q9COF0 Putative Polycomb group protein ASXL3 66.2 21 20.2
150 P12883 Myosin-7 65.7 21 19.3
151 P17022 Zinc finger protein 18 64.4 5 15.8
Histone-lysine N-methyltransferase
152 QI9HIBI1 ELMT1 63.5 14 20.0
153 K7ENM7 Zinc finger protein 284 63.4 5 18.1
154 QS8NEY1 Neuron navigator 1 60.6 16 14.8
155 095153 Peripheral-type penzodlazgplne receptor- 581 10 13.2
associated protein 1
156 QS8NEY1-4 Isoform 4 of Neuron navigator 1 57.6 17 13.6
157 Q5T5P2-2 Isoform 2 of Sickle tail protein homolog 57.6 13 15.3
158 P78332 RNA-binding protein 6 56.3 17 23.8
159 QOUPXS SH3 and multiple ank.yrm repeat domains 557 16 177
protein 2
160 Q6PCB7 Long-chain fatty acid transport protein 1 50.0 9 20.6
161 094823 Phospholipid-transporting ATPase VB 50.0 10 13.7
162 Q15858 Sodium channel protein type 9 subunit 498 23 232
alpha
163 QIP2R6 Arginine-glutamic ac@ dipeptide repeats 48.7 15 14.6
protein
164 | AOAOAOMQWO Myelin expression factor 2 47.5 8 20.5
165 HOYLYO non-specific serine/threonine protein kinase 46.0 16 19.1
166 Q6PII9 GATOR?2 complex protein WDR59 45.1 8 12.5
167 Q9Y3Q7 Disintegrin and mfztalloprot‘elnase domain- 44 ] 19.1
containing protein 18
168 Q92824 Proprotein convertasesz subtilisin/kexin type 41.8 26 248
169 Q8WX93 Palladin 38.0 11 20.5
170 P12882 Myosin-1 33.8 16 12.6
171 075643 US small nuclear rlbqnucleoproteln 200 298 29 19.7
kDa helicase
172 P54252 Ataxin-3 4443 10 49.9
173 P18827 Syndecan-1 476.4 8 61.0
174 060884 DnalJ homolog subfamily A member 2 549.9 6 25.2
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Identified Proteins at 48 hours

Accession Description PLGS Score | Peptides | Coverage (%)
175 U3KQI8 Antizyme inhibitor 1 1969.4 2 50.9
176 Q75N88 Fibrillin 1 599.6 12 15.8
177 015055 Period circadian protein homolog 2 581.1 11 15.5
178 P49840 Glycogen synthase kinase-3 alpha 571.3 8 34.2
179 0195%4 MHC class I HLA-DR beta 1 chain 541.8 2 66.7
180|  HICIU6 Zinc finger DHHC-type 491.8 2 483
palmitoyltransferase 3
181 | AOAOC4DH34 Immunoglobulin heavy variable 4-28 456.5 1 36.8
182 Q13444 Disintegrin and mgtallopro?emase domain- 439 8 5 17.7
containing protein 15
183 P17661 Desmin 4134 5 245
184 | AOA059QQT1 | NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 1 369.6 1 22.6
Isoform 3 of Outer kinetochore KNL1
185| Q8NG31-3 complex subunit KNLI 366.9 26 27.5
Voltage-dependent calcium channel subunit
186 Q8IZS8 alpha-2/delta-3 365.0 12 27.5
187 000410 Importin-5 358.1 11 19.9
188 | AOAO9ONBE9 | Histone-lysine N-methyltransferase EZH2 346.6 9 17.6
189 AS5A3E0 POTE ankyrin domain family member F 342.2 20 28.2
190 QSIZD2 Inactive hlstone-lys1gf];: N-methyltransferase 341 4 16 16.3
191 E9PEI4 Protein tyrosine kinase 2 325.1 7 24.6
192 ASWBZ2 Potassium voltage-gated channel subfamily 315.1 4 563
H eag-related member 2
193 Q5VZLS Zinc finger MYM-type protein 4 304.8 19 23.7
194 Q92932 Receptor-type tyr05111\1162-pr0teln phosphatase 2983 ] 18.8
195| AOA348GSH6 MHC class I antigen 296.7 1 19.4
196 | AOA2R8YH69 Glyceronephosphate O-acyltransferase 291.5 1 30.1
197 H3BVH3 Centriolar coiled-coil protein 110 289.0 1 73.1
198 QST3US ATP-binding cassette sub-family C 2877 13 20.9
member 10
199 Q6P387 Uncharacterized protein C160rf46 286.1 6 23.3
200 A471.69 ATP synthase protein 8 285.6 1 39.7
IGH c1428_heavy_IGHV4-59_IGHD4-
201 | AOA7SS5EXA9 17 IGHI6 273.2 1 28.2
202 P60709 Actin_ cytoplasmic 1 272.5 5 24.5
203 | AOASBI5QJG2 Guanylate cyclase 269.3 12 222
204 B6ECA2 MUCI isoform SV7-LSP 253.5 2 62.2
205 | AOA8VSETNRS NLR family pyrin domain containing 1 249.3 1 323
cDNA FLJ78111_ highly similar to Homo
206 A8K7KO0 sapiens regulator of G-protein signalling 18 245.3 5 26.4
(RGS18)_ mRNA
207 Q5SRES Nucleoporin NUP188 243.3 8 14.8
208 | AOA140VKAO Caldesmon 1_ isoform CRA_i 238.7 6 20.4
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ATP-binding cassette sub-family C

209 Q96J65 235.7 13 22.1
member 12
IG c1539_heavy_IGHV4-34_IGHD2-
210| AOA5SC2GUP4 2 IGH)4 232.0 1 36.4
IGH + IGL c14_heavy_IGHV2-5_IGHD6-
211| AOA5C2G9S7 19 IGHJ4 231.8 3 35.8
212 | AOA2U8J8M9 Ig heavy chain variable region 218.5 1 22.0
213 Q2VPK5 Cytoplasmic tRNA 2-thiolation protein 2 217.1 8 26.2
214 Q7Z6M3 Allergin-1 215.1 3 22.2
215 QU6QDS Sodium-coupled neutral amino acid 190.1 5 271
symporter 2
216 Q5T200 Zinc finger CCCH .domaln-contalmng 172.5 46 231
protein 13
217 Q5U623 Activating transcription factor 7-interacting 146.8 11 279
protein 2
218 Q8N3Z3 GTP-binding protein 8 142.5 9 51.1
219 P18615 Negative elongation factor E 142.2 14 41.8
220 | AOA8VS8TQO9 | Pleckstrin homology domain containing A5 136.9 9 17.2
221 Qo9Y6M7 Sodium bicarbonate cotransporter 3 115.2 19 38.3
222 Q05193 Dynamin-1 107.1 15 314
223 A6NKBS5 Pecanex-like protein 2 103.9 25 22.8
224 B3KNZ5 Pecanex-like protein 95.8 12 23.2
225 Q96QT6 PHD finger protein 12 89.5 11 24.0
226 QI96K76 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 47 82.8 17 26.0
227 Q99615 DnaJ homolog subfamily C member 7 81.7 8 249
28 QOY6N’ Sulﬁde:qun.lone ox1d9reductase_ 793 7 31.6
mitochondrial
229 QIP2R6 Arginine-glutamic amfi dipeptide repeats 785 14 17.9
protein
230 014607 Histone demethylase UTY 74.5 11 15.7
231 Q13219 Pappalysin-1 66.8 14 17.2
232 075128 Protein cordon-bleu 52.7 13 16.7
233 Q14980 Nuclear mitotic apparatus protein 1 41.5 20 17.4
Identified Proteins at 72 hours
Accession Description PLGS Score | Peptides | Coverage (%)
234 | AOAO87WZCO Uncharacterized protein 1368.7 1 942
235 | AO0A0S274Q1 Sarcoglycan alpha isoform 1 689.1 2 20.9
236 | AOA1C8DSY2 MHC class II antigen 666.6 1 59.6
237| AOA5C2GI1H2 IGL ¢3138_light_IGLV2-11_IGLJ3 642.5 2 51.8
238 | AOASC2GVS7 IG ¢599_light_IGLV2-8_IGLIJ2 611.1 3 74.8
IGH ¢2509_heavy_IGHV1-69_IGHD1-
239| AOA7S5C3N1 14 IGHJ5 565.3 1 46.7
240 Q6WCOQI Myosin phosphatasg Rho-interacting 546.3 12 19.4
protein
241| AOAS5C2GN43 IG ¢651_light_IGLV2-11_IGLIJ2 539.4 2 45.9
242| A0ATSSEW26 | [GH €33 heavy IGHVI-18_IGHD3- 536.7 2 42.1

10_IGHJ4
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243 Q13514 Gpl130 497.2 3 65.3
2441 AOA5C2H043 IG c1308_light_IGLV2-8_IGLJ3 421.8 2 514
25| Aoascageas | 1O O e TR e ! 4213 2 627
246 | AOA5C2GV09 IG c1374_light_IGLV2-8_IGLJ1 419.0 2 40.5
247 Q53570 Uncharacterized protein MGC4677 411.9 2 53.8
248 | AOAS5C2G59%4 IGL ¢3035_light_IGLV3-1_IGLIJ2 403.9 2 47.7
249 QONZLI Methionine adenosg;l;ansferase 2 subunit 381 4 > 237
250 A8K6J9 RNA helicase 3754 3 53
cDNA FLJ50549_ highly similar to
251 B4DJG4 Calcium/calmodulin-dependent protein 373.7 1 23.8
kinase type 1B
22| A0ATSSC213 | TOM €280-heawy _—Ilggj\él 69_IGHD3 3476 3 75.6
253 | AOA2P1HA27 Truncated MHC class II antigen 318.7 2 36.9
254| AOASC2G6L4 | 1OH 0297—hea§§jé%?;” SgeGHD3 312.7 2 315
255| AOASC2FV94 IGL ¢809_light IGKV1-5_IGKJ1 301.2 2 33.6
256 P23381 Tryptophan--tRNA ligase_ cytoplasmic 298.7 9 38.6
257 Q14980 Nuclear mitotic apparatus protein 1 268.9 17 15.7
258 | AOAS5C2FV48 IGL c642_light IGKV1-5_1GKJ2 263.8 1 39.3
259 | AOA384MEDS8 Cytosolic purine 5'-nucleotidase 259.3 6 15.7
260 Q70CQ4 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 31 254.5 15 19.7
261 | AOASC2FWRS IGL c1538_light_IGLV2-23_IGLIJ2 251.6 1 34.5
262| A0AsC2GPQe | 1O¢l 178—heav5y_—IIGGI§IJZ1'69—IGHD5 - 244.5 4 31.0
263| Aoa7sscoto | 1GH 01663—11‘33;1{}%}%1}2’3 49_IGHD2 239.3 3 492
264 Q0ZCG5 Immunglobulin heavy chain variable region 232.7 2 54.9
265 QO9ULZ9 Matrix metalloproteinase-17 220.3 6 23.5
266 QOVG99 Mesoderm posterior protein 2 220.3 4 36.8
267 QINYVS Taste receptor type 2 member 14 218.9 6 48.6
268 Q4VATI1 GLP2R protein 217.6 4 24.7
269 014578 Citron Rho-interacting kinase 216.9 19 15.9
270 | A0A5C2GDX6 | 1OH °191—heaﬁjIG(I}{P}Z1 46_IGHD1 213.9 3 51.7
271 | AO0A3Q8QX02 ATP synthase protein 8 210.3 1 39.7
272 Q14QQ0 MHC class I antigen 208.4 2 20.8
2388_heavy_IGHV1-18_IGHD3-
273| AOATSSEXZg | IOH €2388-hed T 199.3 I 216
274| AOAOUIRRBY | F9OY Carbofoylﬂfifﬁé‘g‘“ase domain 194.6 5 245
275 QoUJUS Forkhead box protein D3 190.9 5 37.7
276 | AOASC2GKF3 IG ¢761_light_IGLV2-14_IGLIJ3 187.7 1 35.1
277 014792 Heparan sulfate glucosamine 3-O- 187.1 6 391
sulfotransferase 1
278 Q4FD37 ZBP-89 delta-Nter isoform 186.3 8 28.3
279 P07902 Galactose-1-phosphate uridylyltransferase 147.3 5 24.3
280 Q8TA9%4 Zinc finger protein 563 136.1 8 30.9
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281 P56703 Proto-oncogene Wnt-3 136.0 8 36.1
282 P11021 Endoplasmic reticulum chaperone BiP 131.6 10 33.5
283 060296 Trafficking kinesin-binding protein 2 129.0 15 30.1
284 QUP2F8 S1gna1-1nduced'prohferghon—assomated 1- 1215 13 24.9
like protein 2
285 094964 Microtubule cross-linking factor 2 110.0 26 31.1
286 Q961Y4 Carboxypeptidase B2 108.0 4 42.1
287 Q6DN14 Multiple C2 anq tr.ansmeml.arane domain- 98.4 13 8.0
containing protein 1
288 C9J5X1 Tyrosine-protein kinase receptor 97.9 16 28.6
289 P46459 Vesicle-fusing ATPase 83.9 9 22.0
290 P08581 Hepatocyte growth factor receptor 78.1 13 23.6
291 Q8NHMS5 Lysine-specific demethylase 2B 77.4 18 26.0
292 A2CJ06 Dystrotelin 74.4 7 19.2
293 QOP2KS8 elF-2-alpha kinase GCN2 64.9 15 18.9
204 QSNDV7 Trinucleotide repeat-cpntammg gene 6A 617 19 224
protein
295 Q99615 DnaJ homolog subfamily C member 7 58.8 5 19.0
296 | AOA8Q3SIA1 Sushi domain-containing protein 57.1 14 22.5
Microtubule-associated proteins 1A/1B
297 Q9BXW4 light chain 3C 780.0 4 37.4
298 Q96T54 Potassium channel subfamily K member 17 516.6 11 59.3
999 Q5T200 Zinc finger CCCH fiomaln-contalnlng 499 4 70 220
protein 13
300 Q8NG6F1 Claudin-19 486.8 5 55.4
301 QIONVS58 E3 ubiquitin-protein ligase RNF19A 52.8 12 26.3
302 Q8N157 Jouberin 44.4 13 19.7
2D-A549 NORMOXIA (0 uM Cobalt Cloride)
Identified Proteins at 48 hours
Accession Protein name PLGS Score | Peptides | Coverage (%)
i BLIT7 Cholinergic receptor.mcotlmc beta 1 484.9 3 14.7
subunit
Amino acid transporter heavy chain
2 P08195 SLC3A2 301.2 14 28.1
3 | AOA7POT8F1 Solute carrier family 3 member 2 2279 11 43.5
4 P11274-2 Isoform 2 of Breakpqlnt cluster region 89.8 15 730
protein
5 | AOASC2FTK4 IGL c159_light IGLV2-14_IGLJ2 570.3 1 38.7
6 | AOASVE8TQN4 | T-cell surface glycoprotein CD3 zeta chain 478.2 2 20.2
7 Q6ZN30 Zinc finger protein basonuclin-2 346.8 10 24.6
8 P35670 Copper-transporting ATPase 2 321.2 16 26.2
9 | AOATIZV514 Golgi brefe;,]dm A resistant guanine 300.3 17 20.9
nucleotide exchange factor 1
10 A9YQ98 MHC class II antigen 292.9 1 25.8
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11 A2RRD8 Zinc finger protein 320 287.8 7 324
12|  B4DR27 cDNA gﬁ; ffﬁf;;ﬁfﬁlﬁﬁiﬂﬁffzm Zinc 266.7 10 27.8
13 043196 MutS protein homolog 5 262.9 8 15.2
14 | AOAO0S2Z5G1 | Leucine-rich glioma-inactivated protein 1 260.5 1 239
15 GIEMU7 MHC class I antigen 255.8 1 22.7
16 F5H586 Basonuclin zinc finger protein 2 237.6 9 28.4
17 Q86UP2 Kinectin 230.1 16 18.3
18| Q8wwz4-3 | Isoform 3&;3;1 E’:;f;‘gircj‘gs‘e“e sub 229.7 3 23.9
19 AGNES4 Maestro hea;lrinlﬁ ;?E:;a;l-)ce?nztfning protein 2100 13 217
0| sz | MR inine o | 01| 6

21 | AOAAG2UWZ2 PTPREF interacting protein alpha 1 201.0 13 239
2 | AoA7SsEYA0 | TOH °2748—h“2‘ziIG%1§;’3'23—IGHD5 ) 198.5 3 38.0
23 Q14739 Delta(14)-sterol reductase LBR 198.4 8 40.3
24 P11277 Spectrin beta chain__ erythrocytic 198.1 17 14.2
25 Q8TAGY Exocyst complex component 6 197.6 9 18.3
26 L8E9AS Alternative protein KLF7 197.6 5 88.1
27 P51956 Serine/threonine-protein kinase Nek3 194.8 11 33.2
28 Q7L2R6 Zinc finger protein 765 192.2 4 17.0
29 Q96IR2 Zinc finger protein 845 188.7 10 15.6
30 QI9UKAS Calcipressin-3 188.0 3 27.0
31 HOYLEG6 SAFB like transcription modulator 187.0 3 453
32 | AOA3B3IRPS Cell division cycle 73 186.4 10 36.9
13 PO8195 Amino acid trgﬁscpg)gt;r heavy chain 185.9 9 214
34 | AOA068B6T4 MHC class I antigen 185.3 3 33.7
35 QI9Y2A4 Zinc finger protein 443 179.4 8 15.5

Isoform 2 of Microtubule-associated

36 QOPOQ8-2 serine/threonine-protein kinase 2 177.9 12 150
37 Q93033 Immunoglobulin superfamily member 2 177.4 6 11.9
38 HOYGUS Paired like homeobox 2A 172.5 1 32.9
39 A6NP11 Zinc finger protein 716 167.8 5 19.2
40 A4D126 D-ribitol-5-phosphate cytidylyltransferase 165.5 3 16.9
a| oomuns | ettt e | s |2 | g
42 Q5JSZ5 Protein PRRC2B 164.8 18 17.4
43 QI9BTC8 Metastasis-associated protein MTA3 164.7 3 9.3

44 Q8NB42 Zinc finger protein 527 160.0 6 20.9
45 Q8HWQ9 MHC class I antigen 159.3 4 17.5
46 | AOA3B3IS53 Histone acetyltransferase 158.1 17 23.6
47 P11142-2 Isoform 2 of Heat shos:k cognate 71 kDa 157.3 10 493

protein

48 Q9Y3D8 Adenylate kinase isoenzyme 6 155.8 2 14.5
49 QSIYDS8-3 Isoform 3 of Fanconi anemia group M 155.8 19 21.1
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protein

50 A8CDT9 MYOSA variant protein 142.9 21 18.1
51 Q9COF0 Putative Polycomb group protein ASXL3 142.9 18 12.2
52 P40692 DNA mismatch repair protein Mlhl 142.7 6 16.0
53 | AOASC2FYJ7 IGL c2041_light IGLV2-14_IGLJ1 141.1 2 31.8
54 A6NMZT7 Collagen alpha-6(VI) chain 1394 25 249
55 | AOA126GVIJ2 Olfactory receptor 139.2 7 41.4
56 Q68EM7-7 Isoform 7 of Rho GTPase-actlvatmg 138.0 | 3.0
protein 17
57 QI9UL6S8 Mpyelin transcription factor 1-like protein 137.4 11 18.4
sg Q5W041-5 Isoform 5 of Armadll!o repeat-containing 136.4 5 227
protein 3
59 P00491 Purine nucleoside phosphorylase 134.5 4 249
60 E9PKF6 Protein phosphatase 6 regulatory subunit 3 133.5 9 223
61 | AOA1IBOGTV9 RP1 axonemal microtubule associated 132.2 11 224
62 P45379-11 Isoform 11 of Troponin T_ cardiac muscle 130.5 3 18.6
63 QSHOR7 Serine/threonine-protein phosphatase 6 130.1 10 234
regulatory subunit 3
64 095785 Protein Wiz 129.5 13 18.2
65 | AOASH2UUHI1 MHC class I antigen 129.0 1 14.5
66 A6NMI1 1 Leucine-rich repeat-containing protein 128.2 13 203
37A2
67 | AOATPOTA34 ADP ribosylation factor guanine nucleotide 1277 15 19.8
exchange factor 2
68 Q6NO17 ATP binding cassetteSSubfamlly A member 127.6 4 783
69 014628-5 Isoform 5 of Zinc finger protein 195 123.9 3 9.7
70 P51610 Host cell factor 1 122.6 11 17.7
71 | AOA8Q3SJO5 FA complementation group M 120.8 11 20.8
72 Q32MHS5 Atos homolog protein A 116.7 8 13.1
73 P11142 Heat shock cognate 71 kDa protein 116.1 12 413
74 | A0A286SD67 DExD-box helicase 39B 114.9 1 429
c¢DNA FLJ31308 fis_ clone
75| B3KPT6 1l 1vER1000139_ highly similar to Kinectin | 144 3 421
76 Q6ZNU3 RNA-directed DNA polymerase 114.3 5 57.5
77 J3QKUS Testis expressed 1.4_ intercellular bridge 112.9 > 263
forming factor
78 G0Z6Y6 MHC class I antigen 112.8 3 23.1
79 P51677 C-C chemokine receptor type 3 111.9 4 30.7
20 P26715 NKG2-A/NKG2-B type .II integral 110.6 2 15.0
membrane protein
3 QIP1Z0 Zinc finger and BTB.domam—contalmng 1102 9 23.6
protein 4
82 Q5Q0U2 Fucosyltransferase 109.9 2 23.1
83 | AOA9Y1QQ47 | Breast cancer type 1 susceptibility protein 109.1 3 12.2
84 | AOA2S1B6W6 MHC class I antigen 108.9 1 8.2
85 Q5THK1 Protein PRR14L 108.9 25 21.7
26 Q72606 Breast and ovarian cancer susceptibility 108.9 3 103
protein
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Alanine--glyoxylate aminotransferase 2_

87 B2RBIJ5 mitochondrial 108.6 3 11.7
88 | AOA6M3SL20 MHC class II antigen 108.5 1 14.2
89 J3KTI7 Cell division cycle 6 107.6 2 28.0
90 ASMT65 Zinc finger protein 891 103.8 6 17.8
91 QI9NQTS8 Kinesin-like protein KIF13B 101.8 10 9.0
92 | AOA1C3PHTS MHC class I antigen 100.9 1 8.2
93 Q5T200 Zinc finger CCCH .domaln-contalmng 1005 34 20.9
protein 13
o4 | AOAGISPIXS Cadherin EGF LAG seven-pass G-type 99 4 9 365
receptor 1
95 | AOASC2GTBI IG c1904_heavy_IGHV3-13_IGHD3- 98.9 1 15.0
3_IGHJ2
96 Q5T2S8 Outer dynein arm-doczklng complex subunit 976 11 223
97 P21675 Transcription 1n1t1at.1on factor TFIID 96.1 12 19.0
subunit 1
cDNA FLJ54278_ highly similar to
98 B4DNS6 SPARC-like protein 1 95.8 9 36.2
99 QI9Y5V3 Melanoma-associated antigen D1 94.8 2 11.4
100 Q496M5 Inactive serine/threonine-protein kinase 942 5 259
PLK5
101 Q96HD1 Protein disulfide isomerase CRELD1 94.1 8 36.9
102 A0A0S27333 Serpin peptidase 1ph1b1tor clade G member 94.0 3 477
1 isoform 4
103 | AOASF9ZGS5 Ankyrin 2 92.9 14 14.5
104 | AOAIBOGV12 Golgin A8 family member N 92.9 4 16.3
105 B77ZC34 ethanolamine kinase 92.5 2 19.8
106 QOULZ2 Signal-transducing adaptor protein 1 92.2 5 22.7
107| AOA288R129 MHC class I antigen 91.5 1 144
108 D6REW 1 Small glutamine rich tetratricopeptide 914 2 19.0
repeat co-chaperone beta
109 D6RGC4 Membrane associated ring-CH-type finger 914 4 13.9
110 P42338 Pho§phat1dy11no§1tol 4_5'—b1sph(.)sphate 3- 914 7 16.6
kinase catalytic subunit beta isoform
111 | AOAO075X6P1 | NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5 90.9 3 21.5
112| AOA6HOW9J6 Nociceptin receptor 90.9 2 26.9
113 P53794 Sodium/myo-inositol cotransporter 90.5 6 15.3
c¢DNA FLJ36076 fis_ clone
TESTI2019760_ highly similar to
14 BIKSE4 TRANSCRIPTIONAL REPRESSOR 202 3 36.4
CTCF
115 QIGLW7-2 Isoform 2 of Ca§pgse recru}tment domain- 902 2 317
containing protein 19
116 QI9YONS Cadherin-10 89.4 8 24.0
117 QINYIO PH and SEC7 domain-containing protein 3 87.5 11 22.4
118 P35527 Keratin_ type I cytoskeletal 9 87.1 8 37.9
119 QO9P2G9 Kelch-like protein 8 85.6 10 36.0
120 P51684 C-C chemokine receptor type 6 85.0 6 342
121 | A0A994J4T6 Centrosomal protein 43 84.8 4 31.7
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122 QI9GING6 MHC class I antigen 84.4 3 28.2
123 Q8IYR6 Tomoregulin-1 83.4 8 429
124 043896 Kinesin-like protein KIF1C 82.4 10 22.1
125 Q14515 SPARC-like protein 1 82.1 9 28.0
126 P48751-2 Isoform CAE3 of Ar;lon exchange protein 816 3 25.0
17S U2 SnRNP complex component
127 043719 HTATSF1 81.5 15 43.2
128 QSTC27 Disintegrin and ¥n§talloprotemase domain- 815 9 6.8
containing protein 32
129 QUHAVS Tumor necrosis factor receptor superfamily 813 4 357
member 27

IGH c1379_heavy_IGHV3-13_IGHD6-
130 | AOA7SSEWR3 13 IGHI6 80.4 1 16.7
131 E2GH23 T-cell factor-4 variant E 80.3 4 16.1
12| A4FU69 EF-hand calcium-binding domain- 79.7 12 20.6

containing protein 5
133 | AOA024RCN9 EHMT2 79.4 17 30.7
134 075747 Phosphatldyl{nQSltol 3-k1pase C2 domain- 791 19 26.2
containing subunit gamma
135| AOA2U3RU64 MHC class I antigen 78.8 3 13.5
136 B4DH59 NBPF family member NBPF26 78.2 9 9.3
cDNA FLJ13786 fis_ clone

137 QOHSB7 PLACE4000654_ highly similar to Mus 78.2 18 22.7

musculus ubiquitin conjugating enzyme
138 QSNT7HS RNA polymerase II-associated factor 1 781 14 43.7

homolog
139 P27348 14-3-3 protein theta 77.4 4 27.8
140 P20700 Lamin-B1 75.6 7 21.2
Isoform 13 of Transcription initiation factor
141 P21675-13 TFIID subunit 1 74.5 16 17.8
142 | AOA1DSGZS55 NUP98/NSD1 fusion protein 74.1 10 14.0
143 QSN7HS-2 Isoform 2 of RNA polymerase II-associated 731 13 45.4
factor 1 homolog
144 Q13616 Cullin-1 72.6 16.1
145 P48751 Anion exchange protein 3 71.1 19.1
146 P24386 Rab proteins geranylgeranyltransferase 69.0 9 29 4
component A 1
Pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent
147 Q92620 RNA helicase PRP16 67.9 11 16.2
148 QU6I66 ATP-binding cassette sub-family C 67.6 13 21.4
member 11

Probable ATP-dependent RNA helicase
149 QoUJVI DDXA1 65.8 5 17.8
150 | AO0AS583ZBS57 HLA-A*0204 protein 64.0 23.9
151 QI6MX6 Dynein axonemal assembly factor 10 63.4 38.1
152 Q8WWZ7 Cholesterol transporter ABCAS 62.6 15 20.5
153 Q00341 Vigilin 61.5 14 22.2
154 Q5RHPY Glutamate-rich protein 3 60.7 29 348
155 Q9H5J4 Very long chain fatty acid elongase 6 58.1 3 21.9
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156 Q8N119 Matrix metalloproteinase-21 54.9 7 20.2
157 P28331 NADH-ub1qu1n9ne o?cldoreduc.tase 75 kDa 547 11 315
subunit_ mitochondrial
158 QS6UNS Mltogen—actlvate'd protein kinase kinase 545 19 237
kinase 19
159 Q7Z3U7 Protein MON2 homolog 53.7 14 19.3
160 PODPF3 NBPF family member NBPF9 51.9 10 15.3
161 QONV72 Zinc finger protein 701 51.3 4 20.7
162 QI9Y6L7 Tolloid-like protein 2 50.6 11 20.1
163 QIUPY3 Endoribonuclease Dicer 48.8 14 15.0
164 P16885 1-ph0sphat1dy119031t01 4_5-bisphosphate 47.9 11 16.4
phosphodiesterase gamma-2
165| AOA2R8Y590 A-kinase anchoring protein 9 47.7 23 18.5
166 Q6ZS03 Vigilin 46.2 11 25.5
167 Q772570 Zinc finger protein 804A 45.2 17 22.0
168 QONRL2 Bromodomain .adjacen.t to zinc finger 437 15 17.9
domain protein 1A
169 Q5T890 DNA excision repalrzprotem ERCC-6-like 427 12 143
170 P35658-3 Isoform 3 of Nuclear pore complex protein 93 12 124
Nup214
171 B4DMN4 non-specific serine/threonine protein kinase 41.9 5 18.6
172 B4E2H?2 Serine/threonine-protein kinase mTOR 39.9 17 21.9
173 P42695 Condensin-2 complex subunit D3 38.8 9 104
174 A0A994J4J0 E3 ubiquitin-protein ligase 38.5 20 19.9
175|  QS8IVV2 Lipoxygenase homology domain- 38.3 22 19.7
containing protein 1
Bromodomain adjacent to zinc finger
176 Q59G54 domain_ 1A isoform b variant 38.0 15 20.5
177 043897 Tolloid-like protein 1 35.0 9 144
178 A8K3H9 Transcription factor RelB 34.4 4 15.2
179 QSWWZ4 ATP-binding cassette sub-family A 343 12 16.5
member 10
180 | AOA2R8Y5N1 Diaphanous related formin 1 34.1 9 134
181 P42694 Probable helicase with zinc finger domain 33.8 15 19.3
182 P49619 Diacylglycerol kinase gamma 31.0 7 17.4
Isoform 4 of E3 ubiquitin-protein ligase
183 Q14669-4 TRIP12 29.7 18 16.3
184 QIUGOI Intraflagellar transport protein 172 3.8 15 16.5
homolog
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2D-A549 HYPOXIA (200 uM Cobalt Cloride)

Identified Proteins at 48 hours

Accession Protein name PLGS Score | Peptides | Coverage (%)
1 Q92823 Neuronal cell adhesion molecule 399.8 17 28.5
) 13L176 SMG6 nonsense mediated mRNA decay 3281 3 500
factor
3 Q02952 A-kinase anchor protein 12 307.3 25 28.8
Amino acid transporter heavy chain
4 P08195 SLC3A2 281.8 13 31.9
5 | AOA7POT9G6 Tubulin gamma chain 186.6 7 30.2
6 015072 A disintegrin and mete}llopro.temase with 301 16 271
thrombospondin motifs 3
7 Q8WWZ7 Cholesterol transporter ABCAS 508.9 20 25.3
8 095260 Arginyl-tRNA--protein transferase 1 470.3 6 19.7
9 B7ZAP6 cDNA_ FLJ79260_ hlghly similar to Actin_ 4385 5 391
cytoplasmic 2
10 Q01850 Cerebellar degeneration-related protein 2 3934 7 29.1
11 Q6PK81 Zinc finger protein 773 344.8 5 27.1
2 QSNDV7 Trinucleotide repeat-c.ontamlng gene 6A 345 18 207
protein

cDNA_ FLJ78886_ highly similar to

13 B7Z29M2 Natural resistance-associated macrophage 288.8 3 20.8
protein 2
IG c1016_heavy_IGHV4-59B_IGHD6-

14 | AOASC2GNT9 19 IGHI6 269.7 1 36.2
15 P50549 ETS translocation variant 1 268.5 3 17.0
16 D7NSR9 MHC class I antigen 258.4 2 29.3
17 P05556 Integrin beta-1 252.1 16 36.7

IG c117_heavy_IGHV3-48_IGHD3-
18 | AOASC2GF16 10_IGHJ6 244.5 1 354
19 J3KRY7 Transmembrane protein 208 236.8 5 60.2
20 FANBYS MHC class I antigen 2284 2 21.7
21 Q9BTW9 Tubulin-specific chaperone D 222.6 13 21.1
22 Q0ZCI8 Immunglobulin heavy chain variable region 221.1 2 29.8
23 F27C06 Thyroid hormgne r;ceptor interacting 211.8 2 12.1

protein 6 isoform 1

24 CI9JFF9 Discs large MAGUK scaffold protein 2 207.7 2 23.1
25 QOULE3 DENN domain-containing protein 2A 206.5 10 224
26 | AOA7POTAN7 Solute carrier family 3 member 2 197.0 12 27.1

IG c1331_heavy_IGHV3-48_IGHD3-
27 | AOA5C2GSD5 22 IGHJ6 194.9 2 244
28 | AOASC2G4P2 IGL c2487_light_IGKV2D-29_IGKJ2 191.3 2 29.5
29 | AOA384MRO03 Fibronectin 190.2 25 25.0
30 Q6PGP7 Superkiller complex protein 3 181.6 13 14.5
31 Q96K75 Zinc finger protein 514 178.7 5 25.0
32 | AOA0S274S4 Toll-like receptor 175.8 4 15.8
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33 076062 Delta(14)-sterol reductase TM7SF2 166.6 4 16.5
34 | AOA7SSEWY3 | [GH 3 975—heal“&é%1g5'5 1_IGHD3- 164.2 3 31.5
35 P35968 Vascular endothelial growth factor receptor 162.7 9 117
36 | AOAON7A4PS8 MHC class II antigen 161.8 1 27.0
37 Q6MZM7 Fibronectin (Fragment) 160.1 16 20.6
38 P17301 Integrin alpha-2 159.0 14 27.4
39|  A6NDD5 Synapse diff;zi‘gﬁﬁl"_;‘iﬁ:d“d“g gene 155.9 3 49.2
40 | AOA2R8YD40 DNA helicase 155.3 14 17.0
41 Q5THK1 Protein PRR14L 154.3 20 21.1
42 | AOA346LZU5 | NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5 154.2 3 10.6
$| 075891 Cytosolic ld(;'}f;(rjf(‘géit;:‘:ydr"f‘ﬂate 146.9 8 142
44 D6RD50 Rabenosyn_ RAB effector 146.5 1 48.8
45 QINQX4 Unconventional myosin-Vc 145.6 14 18.9
46 C9ISE2 Heat shock transcriptign factor 2 binding 1443 1 15.0
protein
47 | AOA5SC2GTX3 IG ¢851_light_IGLV1-47_IGLIJ2 143.7 2 36.7
48 075128 Protein cordon-bleu 141.8 6 12.5
49 A1DVO00 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5 139.8 6 10.9
cDNA_ FLJ94314_ highly similar to Homo
50 B2R9B4 sapiens FOS-like antigen 1 (FOSL1)_ 138.0 2 30.6
mRNA
51 P35712 Transcription factor SOX-6 134.2 18.2
52 Q9H7Z3 Nuclear exosome regulator NRDE2 133.0 18.4
53 P20020 Plasma membrane calcium-transporting 128.7 13 18.0
ATPase 1
54 QoUI08-3 Isoform 3 of Ena/V ASP-like protein 128.6 6 31.8
cDNA FLJ38349 fis_ clone
55 B3KTJ1 FEBRA1000057_ highly similar to PCTP- 126.8 4 21.6
like protein
56 B2RAQY Proteasome subunit beta 123.6 3 18.4
c¢DNA FLJ51097_ highly similar to HLA
57 B4DUK6 class I histocompatibility antigen_ B-7alpha 122.7 6 34.0
chain
58 | AOA9LOPY17 Guanylate kinase 1 122.3 2 249
IG c308_heavy_IGHV3-53_IGHD2-
59 | AOASC2GM97 - g:l GHI4 120.9 2 40.2
60 | Aoa7Ssc201 | [GH €203 6—he’i“é’1§é%1}g3'48—lGHDl' 119.4 2 35.0
61 Q6ZSZ6 Teashirt homolog 1 119.2 15 21.0
62 095622 Adenylate cyclase type 5 119.2 6 15.9
63 | AOASVETNW3 Adenylate cyclase type 5 118.7 8 219
64 Q3V6T2 Girdin 116.4 14 13.3
65 QI9BY89 Uncharacterized protein KIAA1671 115.0 18 18.5
66 Q8NOV4 Leucine-rich repeat LGI family member 2 114.5 5 29.5
67 BYEESS NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5 113.1 10.9
cDNA FLJ16098 fis_ clone
68 B3KV38 TESTI2005767_ highly similar to 112.6 6 14.3

Homeodomain-interacting protein kinase 1
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69 Q08050 Forkhead box protein M1 112.2 10 21.6
c¢DNA FLJ50056_ highly similar to Homo
70 B4DQN8 sapiens BAT2 domain containing 1 109.9 18 25.9
(BAT2D1) mRNA
71 | AOASC2G5S3 IGL ¢3786_light IGLV1-44_IGLIJ1 109.5 2 29.1
7 Q5T200 Zinc finger C?)rCOI;IeglorlI;ain—containing 109.4 35 201
73 Q8WY24 SNC66 protein 108.4 3 19.7
74 P53355 Death-associated protein kinase 1 105.4 13 19.8
75 Q8N2F6 Armadillo repeat-containing protein 10 104.7 4 28.9
76 F5H114 Pleckstrin homology domain containing B1 103.0 2 233
77 Q12860 Contactin-1 102.7 20 30.1
78 QONYWS8 RB-associated KRAB zinc finger protein 102.7 7 223
79 Q9BW85 Splicing factor YJU2 101.6 6 344
80 B8X5N5 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5 101.4 3 10.6
81 Q77616 Rho GTPase-activating protein 30 99.1 9 22.6
82 Q5VU43-2 Isoform 2 of Myomegalin 96.3 11 239
83 Q9HBG4 V-type proton ATPase 116 kDa subunit a 4 95.7 4 11.5
84 | AOAO0B4J279 T cell receptor alpha variable 21 95.1 2 42.0
85 Q6S8J3 POTE ankyrin domain family member E 94.8 11 17.1
86 H9A780 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5 93.4 3 104
87 | AOA126GWO05 Olfactory receptor 93.3 1 16.7
cDNA FLJ38812 fis_ clone
LIVER2006469_ highly similar to
88 | B3KTV6 PLASMA SERINE PROTEASE 924 4 213
INHIBITOR

89 | AOAOS9RRD7 | NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5 92.0 3 9.5

90 P01042 Kininogen-1 90.2 7 234
91 Q86V97 Kelch repeat andpl:olt"gndgmain-containing 90.0 5 153
92 Q9Y2Z74 Tyrosine--tRNA ligase_ mitochondrial 87.7 10 32.1
93 Q8NA69 Stabilizer of axonemal microtubules 5 87.4 5 21.2

cDNA FLJ56761_ highly similar to Homo
94 B4EOR3 sapiens Rho GTPase activating protein 15 87.2 2 13.0
(ARHGAP15)_ mRNA

95 060315 Zinc finger E-box-binding homeobox 2 87.1 16 23.3
96 Q8WYTO Uncharacterized protein pp9003 86.1 4 22.8
97 Q8TCUS Glutamate receptor ionotropic_ NMDA 3A 82.0 11 20.0
98 014917 Protocadherin-17 82.0 12 19.0
99 QS8NERS Activin receptor type-1C 81.9 6 22.7
100 PO6576 ATP synthaserI:lgtlo)Cic())r:grliea); subunit beta_ 817 6 18.3
101 P04234 T-cell surface glycoprotein CD3 delta chain 81.4 4 36.8
102 K9JA46 Epididymis luminal secretory protein 52 79.8 11 18.4
103 Q9BQGO Myb-binding protein 1A 79.8 13 19.7
104| AOAO0A7C3J8 MHC class II antigen (Fragment) 79.7 1 19.1
105 | AOA384NPY7 | Epididymis secretory sperm binding protein 79.1 5 38.5
106 A11.390 Pleckstrin homology domain-containing 78.4 15 200

family G member 3
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107 A8YQF3 MHC class I antigen 78.2 5 242
108|  P59045 NACHCT()—IE;&Z“SIE;E domains- 77.3 9 158
109| A0A7S5BYTs | 1OH C399-heazvly _—Ilgg;}“g-IGHDz' 77.1 1 31.0
110 QOUIKS5 Tomoregulin-2 76.8 8 44.1
111 B7ZLW2 HELZ protein 76.2 17 18.4
112 Q8N5PI Zinc finger chieiﬁrgain—containing 75.9 6 40.9
113 P00533 Epidermal growth factor receptor 71.0 19 28.8
114 QUHIT2 ATP-binding cassette 4sub-family G member 70.1 6 215
115 Q13219 Pappalysin-1 67.9 13 21.7
116 Q7Z3X4 Receptor-type tyrosinFe—protein phosphatase 677 10 18.4
117 E9BVF4 MHC class I antigen 66.1 3 17.9
118 Q711Q0 Cardiac-enriched FHL2-interacting protein 64.0 15 233
119 A4ZN1L4 MHC class I antigen 63.9 16.8
120 P49736 DNA replication licensing factor MCM2 63.7 17.7
121 Q16625 Occludin 62.2 29.7
122 AO0JPOS Zinc finger E-box binding homeobox 2 61.6 19 28.4
123 P04275-2 Isoform 2 of von Willebrand factor 61.3 7 49.0
124 Q72745 Maestro hea;ilrirlfiel ;enlz;c;;cec;nztaBining protein 584 17 262
125| Q9ULV0-2 Isoform 2 of Unconventional myosin-Vb 57.1 8 16.0
126 P14625 Endoplasmin 55.3 6 14.7
127 P08235 Mineralocorticoid receptor 55.3 9 17.9
128 094830 Triacylglycerol hydrolase DDHD2 54.2 9 30.0
129 QI9BXT6 RNA helicase Mov1011 53.8 10 14.5
130 | AOA2X0OSFW5 PLEKHG4B 533 16 23.8
131 Q86YA3 5'-3' DNA helicase ZGRF1 533 26 233
132 095996 Adenomatous polyposis coli protein 2 52.6 13 14.8
133 | AOASF9ZGS5 Ankyrin 2 50.8 13 14.1
| Qo | Promedomainadiscentiozinefinger | gy g |y
135 Q9H330 Transmembrane protein 245 50.2 8 272
136 HOY931 Ankyrin 2 48.4 10 20.8
137| AOA3B3ITIO histone acetyltransferase 48.2 19 24.0
138 | AOA3B3ISI1 histone acetyltransferase 47.7 20 23.8
139 096028 Histone-lysine N-methyltransferase NSD2 47.6 12 17.3
140 060303 Katanin-interacting protein 43.8 12 16.7
141 Q659C4 La-related protein 1B 432 6 17.3
142 P55786 Puromycin-sensitive aminopeptidase 43.1 8 12.0
143 P29590 Protein PML 429 6 18.0
144 QS8NDI1 EH domain-binding protein 1 41.6 14 24.4
145 Q12756 Kinesin-like protein KIF1A 40.3 11 14.2
146 Q2M243 Coiled-coil domain-containing protein 27 40.2 5 16.3
147 QINVUO DNA-directed RNA polymerase III subunit 40.2 10 26.6

RPC5
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Receptor-type tyrosine-protein phosphatase-

148 Q16849 like N 39.8 9 16.9
wo| qwg | Al Cmmethemon dN |y |7 |
150 COIYZ1 Asparagine synt};i)atsefi:nd(l)main-containing 377 7 248
151 QI9ULK2 Ataxin-7-like protein 1 37.5 7 16.6
152 P25440 Bromodomain-containing protein 2 325 9 16.6
153 Q13796 Protein Shroom2 32.1 9 14.2
154 Q53F19 Nuclear cap-binding protein subunit 3 30.6 9 21.1
155 | AOAO96LNL9 Transcriptional regulator ATRX 29.9 21 20.7
156 P35251 Replication factor C subunit 1 21.7 11 13.6
157 Q13618 Cullin-3 17.0 6 10.5
3D-A549 NORMOXIA
Identified Proteins at 24 hours
Accession Protein name PLGS Score | Peptides | Coverage (%)
1 AOASBISKPJ6 Cold shock domain containing E1 527.8 5 11.9
2 | AOASISKPQS8 Cold shock domain containing E1 527.8 6 31.4
3 | AOASISKW29 Cold shock domain containing E1 527.8 5 254
4 | AOASISKYL4 Cold shock domain containing E1 527.8 5 31.8
5 075534 Cold shock domain-containing protein E1 527.8 7 20.6
6 | AOASISKPCO Cold shock domain containing E1 527.8 5 12.8
7 | AOASISKSO07 Cold shock domain containing E1 491.6 5 29.7
8 | AOASISKTQ3 Cold shock domain containing E1 491.6 6 22.7
9 | AOAS8ISKVS8S Cold shock domain containing E1 491.6 5 14.5
10 | AOASISKW72 Cold shock domain containing E1 491.6 6 18.9
11 | AOASISKWWO Cold shock domain containing E1 491.6 6 324
12 | AOASISKXHS Cold shock domain containing E1 491.6 4 10.1
13 | AOASISKXL1 Cold shock domain containing E1 491.6 6 24.7
14 | AOASISKYLS Cold shock domain containing E1 491.6 6 24.6
15 | AOASI5QJA6 Cold shock domain containing E1 491.6 4 11.0
16 E9PLD4 Cold shock domain containing E1 491.6 4 1.7
17 075534-2 Isoform 2 of Colsrsol:;cri( I::i;)main—containing 491.6 6 193
18 Q96L66 NRAS-related protein 491.6 20.9
19 A4DOT7 Small integral membrane protein 30 672.5 91.5
20 | AOASISKNLI Cold shock domain containing E1 491.6 29.3
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Identified Prote

ns at 48 hours

Accession Protein name PLGS Score | Peptides | Coverage (%)
21 |HOY7J2 Patched 2 996.1 2 70.5
22 | B4DJQ5 Glucosidase 2 subunit beta 689.6 5 18.5
23 | AOA1BOGUMS Zinc finger E-box binding homeobox 2 675.2 1 33.6
IGH ¢335_heavy__IGHV1-69_IGHD6-
24 | AOASC2GAT3 6_IGHJ4 673.8 1 27.5
25 |P33992 DNA replication licensing factor MCM5 560.2 16 31.6
26 |B7Z5X7 tryptophan--tRNA ligase 521.5 3 17.3
27 | AOA6BOW032 Dystrophin (Fragment) 520.2 7 48.2
28 | AOATSSEW46 IGH c3015_heavy_IGHV1-24_IGHD3- 506.1 3 545
9_IGHIJ5
29 | HOYHVO DNA damage regulated autophagy 475.9 ) 538
modulator 1
IG c452_heavy_IGHV3-33_IGHD6-
30 | AOASC2GLW3 19 IGHJ4 472.4 1 46.7
IGH c3643_heavy_IGHV4-34_IGHD2-
31 | AOA7S5C3Q2 2 IGHJ4 469.3 2 38.6
IGH c297_heavy__IGHV1-69_IGHD3-
32 | AOASC2G6L4 22 IGHJ3 462.6 2 31.5
33 | Q14126 Desmoglein-2 434.5 15 27.5
34 | Q9Y6I9 Testis-expressed protein 264 424.2 6 41.2
IG ¢990_heavy_IGHV3-23_IGHDI1-
35 | AOASC2GR32 7 IGHJ5 406.8 1 37.2
IG c457_heavy_IGHV3-30_IGHD3-
36 | AOASC2GNS57 3 IGHJ4 399.2 1 35.0
37 | Q7Z4D5 MSTP104 398.2 7 48.6
38 | Q96N67 Dedicator of cytokinesis protein 7 395.7 27 23.0
39 | QsIU85 1Q motif and SEC7 QOmaln-contaln1ng 388 5 15 237
protein 2
IG ¢90_heavy_IGHV4-31_IGHD3-
40 | AOASC2GNI6 10_IGHJ4 367.8 2 56.2
IGH ¢909_heavy_IGHV1-69_IGHD3-
41 | AOA7S5BZS7 25 1GHJ4 341.7 2 323
42 | AOA5C2GV49 IG c1351_light_IGLV2-11_IGLJ3 340.1 2 74.3
43 | Q7ZTF0 KH homology domain-containing protein 4 330.3 12 41.7
IGH ¢235_heavy_IGHV3-33_IGHD2-
44 | AOA7S5C1YS 2 IGHI6 320.8 2 32.8
45 1060488 Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 4 316.3 11 25.6
46 | AOASISKPS1 Probable arginine--(RNA ligase_ 311.4 8 24.5
mitochondrial
47 | Q4KMQ2 Anoctamin-6 308.1 5 14.8
48 | Q8N693 Homeobox protein ESX1 306.7 4 342
49 |P18615 Negative elongation factor E 305.7 8 19.5
50 | ASK3H7 cDNA FLJ7783 1_. h1gh'1y similar tf) Homo 305.5 1 12.8
sapiens leucine-zipper protein
51 | Q6UXZ3 CMRF35-like molecule 5 298.7 2 25.8
52 | AOA1TW2PRJ5 IQ motif and Sec7 domain ArfGEF 2 293.0 6 22.8
53 | Q5TOM2 Surfactant protein D 284.2 3 36.2
54 | E7ES26 IKAROS family zinc finger 2 283.8 2 57.6
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Immunglobulin lambda chain variable

55 | AOATTOLNXS . 252.3 1 39.3
region
56 |HOYS8F3 Folliculin interacting protein 2 251.5 5 39.8
IG c1604_heavy_IGHV4-39_IGHD3-
57 | AOASC2GSF2 10_IGHJ4 250.0 2 55.5
58 | AOASC2FX61 IGL ¢1559_light IGLV2-8_IGLJ3 249.0 1 35.1
IGH c2655_heavy_IGHV5-51_IGHD2-
59 | AOA7SSEVUL1 15 IGHJS 241.7 1 31.5
IG c1361_heavy_IGHV3-7_IGHD3-
60 | AOASC2GV75 3 IGHJ4 240.6 4 46.5
61 | BO9EE38 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 3 238.6 2 28.4
62 |HOYAVO Peroxidasin like 2299 7 25.3
63 | Q5T200 Zinc finger CCCH ~domam-contalmng 298 42 6.0
protein 13
64 | AOASC2GGBS | 16 ¢636_heavy IGHVS-51_IGHDI- 229.0 2 63.9
1_IGHJ3
65 | QUUKV3 Apoptotic chrqmatm condensation inducer 2786 16 250
in the nucleus
66 | QS6WII Chromodoma1n-h§11cas§-DNA-bmdmg 2979 14 329
protein 1-like
67 | Q8WVX9 Fatty acyl-CoA reductase 1 194.7 13 45.2
68 | P49756 RNA-binding protein 25 183.1 16 22.3
Isoform 1 of Dual specificity tyrosine-
69 | Q13627-2 phosphorylation-regulated kinase 1A a4 8 321
17S U2 SnRNP complex component
70 | 043719 HTATSF1 175.9 15 38.5
71 [ P10809 60 kDa heat shock protein_ mitochondrial 172.8 8 27.6
72 | AOAO24R178 | non-specific serine/threonine protein kinase 166.1 3 18.0
73 | Q6BDS2 Bridge-like lipid transfer protein family 150.9 18 275
member 3A
74 | QUP2G1 Ankyrin repeat and IBR domain-containing 132.9 13 57
protein 1
Serine/threonine-protein phosphatase 4
75 | Q6IN8S5 regulatory subunit 3A 121.7 14 34.0
76 | 075182 Paired amphipathic helix protein Sin3b 115.6 14 28.9
77 [ Q504U8 Receptor protein-tyrosine kinase 1154 14 21.5
78 | QOUQ9O Mitochondrial inner membrane mjAAA 115.0 6 174
protease component paraplegin
79 | Q70EL2 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 45 114.0 12 244
80 (095163 Elongator complex protein 1 110.0 15 25.4
81 | QeP2Ds8 X-ray radiation res1.stance—ass001ated 106.8 7 15.2
protein 1
82 | QOUHP3 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 25 1054 16 254
Arf-GAP with SH3 domain_ ANK repeat
83 1 Q8TDY4 and PH domain-containing protein 3 102.9 13 334
84 | P49815 Tuberin 98.9 20 22.2
85 | Q5M775 Cytospin-B 97.6 10 19.3
86 | AOAIW6AYUG6 Glucose-6-phosphate isomerase 92.1 5 16.6
87 | Q86TII Uncharacterized protein NUP98/HOXC13 88.8 4 25.8
g8 | 000533 Neural cell adhesion .molecule L1-like 855 3 15.9
protein
89 | MOROL2 Coenzyme Q8B 81.6 4 20.8
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90 | AOA384P5C6 Delta-like protein 80.1 8 223
91 |Q9P219 Protein Daple 78.9 20 20.9
92 | P55808 Glycoprotein Xg 993.9 4 55.0
93 | AOASISKRBS5 | Zinc finger and BTB domain containing 11 69.0 9 234
Protein mono-ADP-ribosyltransferase
94 | Q460N5 PARP14 59.3 21 18.9
Identified Proteins at 72 hours
Accession Protein name PLGS Score | Peptides | Coverage (%)
95 | A4DOT7 Small integral membrane protein 30 1054.4 2 91.5
96 | AOA6Q8PFR8 N-myc downstream regulated 1 956.0 1 92.5
97 | AOASKITTTS MHC class II antigen 718.7 2 36.6
Transmembrane domain-containing protein
98 | PODMS9 TMIGD3 642.7 4 23.7
IG ¢71_heavy_IGHV4-39_IGHD2-
99 | AOASC2GFW3 8 IGHJ3 561.0 1 333
100 | AOASH2UTL7 MHC class II antigen 559.3 2 35.5
101 | P48357 Leptin receptor 526.6 11 23.0
102 | AOA286SD59 DExD-box helicase 39B 372.3 2 47.1
103 | AOAOB4J1Y9 Immunoglobulin heavy variable 3-72 371.8 1 31.1
104 | B2RAZS5 Beta-1_4-galactosyltransferase 156.6 4 233
105 | A2RRH5 WD repeat-containing protein 27 116.5 6 12.5
106 | Q5SYE7 NHS-like protein 1 112.5 14 23.0
107 | AOAGISPLSS C8orf44-SGK3 readthrough 1241.1 2 75.0
108 | 000327 Basic helix-loop-helix ARNT-like protein 1 681.6 8 20.8
109 | QONVS58 E3 ubiquitin-protein ligase RNF19A 5214 13 345
110 | 094986 Centrosomal protein of 152 kDa 507.6 28 24.4
111 | AOA678ZG11 MHC class II antigen 456.4 1 59.6
IG ¢557_heavy_IGHV3-74_IGHD2-
112 | AOA5C2GVI4 21 1IGHJ6 449.3 3 60.3
113 | Q86YWS Trem-like transcript 1 protein 403.9 4 14.8
IGH ¢2954_heavy_IGHV3-9_IGHD3-
114 | AOA7SS5EXX7 10 IGHJ3 403.3 2 45.2
115 | LSECC9 Alternative protein ENPP2 402.3 3 54.4
116 | Q14993 Collagen alpha-1(XIX) chain 386.8 15 37.2
IG ¢1580_heavy_IGHV1-69_IGHD6-
117 | AOASC2GSW6 6_IGHJ4 356.6 1 33.9
118 | LOBVM1 MHC class I antigen 353.0 1 13.3
119 000139 Kinesin-like protein KIF2A 3274 13 32.6
120 | Q96LW1 Zinc finger protein 354B 304.7 5 134
Probable global transcription activator
121 | P51531 SNF2L2 301.0 16 21.8
IG ¢c1083_heavy_IGHV3-48_IGHD4-
122 | AOASC2GJN2 17 IGHJ4 294.0 3 60.2
123 | D6CJH3 MHC class II antigen 288.8 3 36.5
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IGH + IGL c264_heavy IGHV1-

124 | AOA5C2G927 69 IGHD2-2_IGHJ6 287.6 2 46.5

125 | P57052 Splicing regulator RBM11 280.4 5 55.5
IGH c3777_heavy_IGHV3-11_IGHD3-

126 | AOA7S5C4W8 9 IGHI4 280.1 1 35.6
IGH c3758_heavy_IGHV3-20_IGHD3-

127 | AOA7S5C3YS5 10 IGHJ6 276.3 1 31.0
HLA class II histocompatibility antigen_

128 | P13762 DR beta 4 chain 273.1 4 31.2

IGH + IGL c107_heavy_IGHV3-

129 | AOA5C2GDNI1 74 1GHD7-27_IGH)4 262.5 4 47.4
IGH c1519_heavy_IGHV5-51_IGHD3-

130 | AOA7S5CIT2 22 1GHJ4 260.1 2 46.4
IGH c3848_heavy IGHV1-69_IGHD5-

131 | AOA7S5C440 18 IGHJ6 255.0 2 523

132 | A2JINO Rheumatoid factor RF-IP14 2474 2 354

IGH c386_heavy_IGHV1-69_IGHD2-

133 | AOA7S5BY62 2 IGHJ6 244.0 2 30.2

134 | ETEP87 Nuclear prelamin A recognition factor 218.2 6 19.7

135 | PO7196 Neurofilament light polypeptide 188.6 12 19.2

136 | Q92622 LS BecligglieractipgggsC 173.0 10 229
cysteine-rich domain-containing protein

137 | PO0747 Plasminogen 156.8 10 26.5

1381 Q4V328 GRIP1-associated protein 1 134.3 10 20.8

139 | Q8NB42 Zinc finger protein 527 134.0 6 14.9

140 | Q5T200 Zinc finger CCCH fiomam-contammg 128.6 25 14.7

protein 13
1411 075077 Disintegrin and mfatalloproFemase domain- 92.9 13 44.4
containing protein 23
142 | Q8NG48 Protein Lines homolog 1 87.1 10 30.8
143 | AOA2RRY4Y7 SPG7 matrix AAA peptldase subunit_ 782 10 30.6
paraplegin
144 | PO2810 Salivary acidic pr011111/e2—rlch phosphoprotein 632.5 3 100.0
145 | P30414 NK-tumor recognition protein 66.8 15 273
3D-A549 HYPOXIA
Identified Proteins at 24 hours
Accession Protein name PLGS Score | Peptides | Coverage (%)
1 | AOA6COSGW3 MHC class II antigen 890.2 1 28.0
2 | Q6EMB2 Tubulin polyglutamylase TTLLS 600.3 12 23.2
IG c1008_heavy_IGHV1-46_IGHD3-
3 | AOASC2GFA7 3 IGHJ5 586.5 1 32.0
4 |Q15858 Sodium channel protein type 9 subunit 5220 1 222
alpha
5 | AOA4P2SRZ1 MHC class I antigen 482.7 2 21.1
17S U2 SnRNP complex component
6 |043719 HTATSF1 477.7 13 40.3
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SET domain bifurcated histone lysine

7 | AOASISKT93 methyltransferase 1 459.7 17 35.2
8 | AOA7D9BUX4 MHC class I antigen 458.8 4 27.3
9 |A0A7SSBY7s | [GH 08-heawy _—Ilggj\;l 69_IGHDS 457.2 2 48.8
10 | AOAOA7C4RS MHC class II antigen 4374 1 67.4
11 | AOA678ZG31 MHC class II antigen 420.1 1 26.8
12 | QUUKV3 Apoptotic chrc;rglitﬁien r;j)g;lﬁ;lsation inducer 419 .4 13 16.6
13 | A0A7SsEUDY | 1GH °765—healv7y _—Ilggj\f 48_IGHD4 4122 2 73.8
14 | AOA2X0SFH4 PLEKHG?3 401.9 20 33.8
15 | Q8NBN3 Transmembrane protein 87A 397.6 10 32.8
16 | AOAO68LKS6 Ig heavy chain variable region 394.3 1 342
17 |P51795 H(+)/CI(-) exchange transporter 5 362.1 7 23.2
18 | Q9P2N2 Rho GTPase-activating protein 28 359.7 8 19.3
19 | AOA669KB77 Microtubule-associated protein 356.6 20 20.7
20 | AOATWTIP31 MHC class I antigen 356.5 1 24.0
21 | AOAOUIRR71 | Pleckstrin hm‘;‘:};’tgafn?gg g?OGEF domain | 3394 17 26.4
22 | Q7Z3C6 Autophagy-related protein 9A 332.0 5 17.6
23 |Aoa7ssBzrs | [OH C1543—he?§{fggg’3 -48_IGHDS- 331.2 3 56.7
24 | P04629 High affinity nerve growth factor receptor 330.8 3 12.9
25 | A0A7ssEYD3 | [OH 02898—hefsvj’l—églﬁjw 8_IGHD2 325.5 3 57.5
26 | Q8N859 Zinc finger protein 713 303.9 8 29.8
27 |P35225 Interleukin-13 284.3 2 30.1
28 | P53618 Coatomer subunit beta 280.5 12 21.8
29 |A0ASC2GEL3 | O Clzm—““{—gﬁgl 46_IGHDI 270.4 2 52.1
30 | AOA8V8TR54 DNA helicase 269.7 26 24.0
31 |P17097 Zinc finger protein 7 263.8 8 22.3
32 | AOAIBI1II1S NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5 261.2 3 18.2
33 |Aoa7sscans | [GH 02419—he%§£{1};’3 48_IGHD3 256.9 2 402
34 | AOAOB7TNXW5 MHC class I antigen 250.1 2 11.2
35 | A0Ascageso | 1O °82—heavgi%{l¥;6 18_IGHD7 249.4 2 36.1
36 |Q7Z7K2 Zinc finger protein 467 246.8 7 26.7
37 |Q8TBYO Probable RNA-binding protein 46 244.5 8 39.0
38 | Q9H3P2 Negative elongation factor A 239.8 6 21.0
39 | Q68CR1-3 Isoform 3 of Protein sel-1 homolog 3 2354 9 20.4
40 | Q76L83 Putative Polycomb group protein ASXL2 2294 11 17.4
41 | P00533 Epidermal growth factor receptor 226.8 12 21.8
42 | Q68DA7T Formin-1 225.6 13 16.2
43 | Q8NGC5 Olfactory receptor 6J1 221.9 4 27.4
44 Q12979 Active breakpoirll)tr(c)ltlelisttler region-related 2718 12 289
45 | P0O0519 Tyrosine-protein kinase ABL1 221.2 12 25.0
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cDNA FLJ90388 fis_ clone

46 | B3KQF9 NT2RP2005425_ highly similar to A- 221.0 14 20.1
kinase anchor protein 9
47 1 Q96JG8 Melanoma-associated antigen D4 220.3 9 24.4
48 | QIBZ71 Membrane-associated pho§phat1dy11nos1tol 213.0 11 270
transfer protein 3
49 | P0O5155 Plasma protease C1 inhibitor 212.5 5 294
SWI/SNF related_ matrix associated_ actin
50 | AOA2R8YFKS dependent regulator of chromatin_ 209.8 6 39.6
subfamily a_ member 4
51 |Q8TAG9 Exocyst complex component 6 209.6 11 28.2
52 | P55268 Laminin subunit beta-2 205.6 16 21.7
53 | AOA4P2SRK1 MHC class I antigen 203.2 1 19.9
54 | AOAAG2UXDS Olduvai domain-containing protein 200.8 8 8.0
55 | HOYMR6 SAFB like transcription modulator 199.0 3 41.2
56 | Q27181 Inverted formin-2 196.7 12 23.5
IG c1240_heavy_IGHV1-2_IGHDG6-
57 | AOASC2GM04 13_IGHI6 196.3 1 21.0
58 | QINXX9 FLJ00006 protein 195.1 2 14.5
59 | Q13634 Cadherin-18 192.4 10 37.2
60 | Q15059 Bromodomain-containing protein 3 187.3 8 14.6
Isoform 2 of Cell surface hyaluronidase
61 | QQUHNG6-2 CEMIP2 183.5 15 18.6
62 | P35658 Nuclear pore complex protein Nup214 183.0 11 9.9
cDNA FLJ55937_ highly similar to
63 | B4DXQ5 Proprotein convertase subtilisin/kexin type 181.9 9 31.2
4
IG c616_heavy_IGHV1-2_IGHD3-
64 | AOASC2GMPO 10_IGHJ4 181.8 3 40.7
65 |Q9H1A4 Anaphase-promoting complex subunit 1 180.6 19 21.8
IGH c1916_heavy_IGHV1-46_IGHD2-
66 | AOA7S5C0OM4 15 IGHJ4 180.0 3 22.8
67 | QULD4 Bromodomain and PHD finger-containing 1772 14 271
protein 3
IGH ¢274_heavy__IGHV1-69_IGHDI1-
68 | AOASC2G8M1 20_IGHJ5 172.6 1 18.3
IGH ¢899_heavy_IGHV3-23_IGHD6-
69 | AOA7SSEWBI1 19 IGHJ6 172.6 1 17.9
70 | AOAORTWU 14 Secretory carrler-assgmated membrane 171.8 1 278
protein
71 | D6RER2 Cadherin 18 170.3 8 374
72 | QONWH9 SAFB-like transcription modulator 169.6 15 20.8
73 | AOAO96LNL7 Transcriptional regulator ATRX 168.3 2 26.9
IG c474_heavy_IGHV1-8_IGHDS-
74 | AOASC2GP59 24 IGHJ3 168.1 2 48.3
75 | Q9Y3MS8 StAR-related lipid transfer protein 13 167.4 7 15.8
76 | AOAOAOMSY9 [histone H3]-lysine(27) N- 167.0 17 37.9
trimethyltransferase
IG ¢576_heavy_IGHV1-2_IGHD3-
77 | AOASC2GI30 3 IGH)4 166.9 3 69.6
78 | Q9HC24 Protein lifeguard 4 164.5 3 44.1
79 | Q04637 Eukaryotic translation initiation factor 4 164.4 13 15.6

gamma |
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80 | P49641 Alpha-mannosidase 2x 163.6 13 234
81 | QuCor4 Thrombospondin typg—l domain-containing 163.4 20 276
protein 7B
IGH ¢596_heavy_IGHV4-39_IGHD3-
82 | AOA7S5BYG4 9 IGHJ6 159.4 1 29.8
83 | Q8TBL5 LARP4 protein 154.2 4 335
84 | Q5VYSS Terminal uridylyltransferase 7 153.0 19 18.7
85 | P10632 Cytochrome P450 2C8 151.7 10 32.0
86 | Q6ZMW2 Zinc finger protein 782 151.6 8 22.7
87 | ASYMG63 Neurofilament medium polypeptide 151.1 6 9.8
33 | AOA067ZVIO Nuclear pore complf;(r;énteractmg protein B 144.6 4 195
89 Q92753 Nuclear receptor ROR-beta 143.7 5 25.5
90 |Q5TDY%4 Radial spoke head protein 4 homolog A 143.5 10 33.2
91 | Q4LE39 AT-rich mteractlve.domam-contalmng 143.4 19 1.8
protein 4B
92 | Q9HOE9 Bromodomain-containing protein 8 142.9 17 279
IG c1048_heavy_IGHV1-46_IGHD3-
93 | AOASC2GM32 22 1GHJ4 140.8 1 244
94 | Q92824 Proprotein convertaseS: subtilisin/kexin type 140.2 35 388
95 | Q9HS582 Zinc finger protein 644 138.9 10 14.8
96 | QITRY0 Cytoplasmlc. po.lyadenyl.atlon element- 138.5 6 247
binding protein 4
97 | BOI1R7 DNAHS variant protein (Fragment) 138.4 22 18.4
98 | Q86VH2 Kinesin-like protein KIF27 138.2 13 19.3
99 | Q2NLS2 Pre-rRNA-processing protein TSR1 137.6 10 250
homolog
100 | AOA109PS45 MS-D1 heavy chain variable region 136.0 2 27.9
101 | F5GZF6 Serine/threonine/tyrosine kinase 1 135.0 3 86.2
IG ¢1056_heavy_IGHV1-18_IGHDS5-
102 | AOASC2GNX1 18_IGHJ4 133.7 3 80.3
IGH c1818_heavy_IGHV3-48_IGHDG6-
103 | AOA7SSEXL3 19 IGHJ4 132.5 2 17.1
104 | AOAO68BFW?2 Truncated bregs.t fmd ovarian cancer 129.5 2 63.9
susceptibility protein 1
cDNA_ FLJ79049_ highly similar to Homo
105 | B7ZA35 sapiens mannosidase_ alpha_ class 2A_ 128.6 7 39.1
member 2 (MAN2A2)_ mRNA
106 | AOAO96WFT6 Cytochrome c oxidase subunit 1 128.0 1 9.7
107 | 060508 Pre-mRNA-processing factor 17 127.9 9 32.1
108 | Q5JUK3 Potassium channel subfamily T member 1 127.3 9 15.7
109 | AOAILSYTPO ATP synthase subunit a 126.8 2 28.8
110 | Q86Y25 Zinc finger protein 354C 125.7 8 28.0
111 | Q14320 Protein FAM50A 125.7 5 26.8
112 | Q8WV15 Transmembrane protein 255B 125.5 1 18.4
113 | K4ARHS57 MHC class I antigen 124.0 1 27.7
114 | Pa9754 Vacuolar protein sorting-associated protein 122.8 6 11.6
41 homolog
IGH c548_heavy__ IGHV1-69_IGHDG6-
115 | AOASC2G821 25 IGHJ4 122.2 1 21.1
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116 | P49747 Cartilage oligomeric matrix protein 120.9 8 20.9

117 | HOYEV6 LDL receptor related protein 8 120.8 4 48.4

118 | Q96DX7 Tripartite motif-containing protein 44 120.8 6 28.2

119 | Q92576 PHD finger protein 3 119.8 16 13.6

cDNA FLJ57044_ highly similar to Homo
120 | BADDK2 sapiens fetal Alzheimer antigen (FALZ)_ 119.7 7 20.9
transcript variant 1_ mRNA

121 | B4DIOS Sodlum/potassmm-.transportmg ATPase 116.1 14 317
subunit alpha

122 | AOA125U0U7 MS-C1 heavy chain variable region 1152 2 271

(Fragment)

123 | QOHCC9 Lateral signaling target protein 2 homolog 115.0 10 21.9

124 | Q71945 Zinc finger protein 627 113.8 5 17.4

125 | P37275 Zinc finger E-box-binding homeobox 1 113.6 14 31.8

126 | Q7Z6W7 DnalJ homolog subfamily B member 7 113.2 4 27.2

127 | QOHIES Thioredoxin-related tzansmembrane protein 1127 6 339

128 | AOA8VETQKI Cytoplasmic linker associated protein 1 111.9 21 29.1

129 | AOAOAOMQRO Cytochrome P450 family 4 subfamily F 111.6 1 12.3

member 2
130 | B7TWPD9 Kinesin family member 26B 111.3 20 259
IGH ¢737_heavy_IGHV1-69_IGHD3-

131 | AOA7SSEVAQ 10_IGHJ6 111.0 3 58.1

132 | P12036 Neurofilament heavy polypeptide 109.5 15 28.2

133 | AOASISKSV3 Golgin A3 109.2 4 9.7

IGH c2395_heavy_IGHV1-69_IGHD4-

134 | AOA7S5C5N3 17 IGHJ6 108.6 3 55.0

135 Q9BYT3 Serine/threonine-protein kinase 33 108.6 14.0

136 | Q495N2 Proton-coupled amino acid transporter 3 108.2 16.4

Isoform 2 of Eukaryotic peptide chain
137 | P15170-2 release factor GTP-binding subunit ERF3A 106.1 6 271
Phosphatidylinositol 3_4_5-trisphosphate

138 | Q6XPS3 3-phosphatase TPTE2 105.5 9 30.3

139 | AOA5SA4LHXS5 MHC class I antigen 105.2 3 22.7

140 | AOASVSTLXS Trio Rho guamn;:alcl?(;:rleotlde exchange 104.6 16 212

141 | P78412 Iroquois-class homeodomain protein IRX-6 102.8 5 25.8

142 | Q7Z3U7 Protein MON2 homolog 101.4 16 23.9

143 | P37275-5 Isoform 5 of Zinc finger E-box-binding 99 1 13 23.0
homeobox 1

144 1 Q2KJY2 Kinesin-like protein KIF26B 98.7 18 19.0

1451 094967 WD repeat-containing protein 47 98.3 11 23.2

146 | BADN75 CDNA FLJ60724_ highly similar to 98.1 5 14.3

Cartilage oligomeric matrix protein

147 | AOAOS2Z3W6 Sodlum/potassmm-'transportlng ATPase 975 11 18.3
subunit alpha

148 | Q4VBN4 CCRLI1 protein 97.3 2 11.5

149 | QONY15-2 Isoform 2 of Stabilin-1 96.7 8 25.9

150 | QGPHWO0-7 Isoform 7 of Iodotyrosine deiodinase 1 96.5 1 14.1

151 Q14126 Desmoglein-2 96.3 13 22.8
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152 | Q8N7X0 Androglobin 95.9 15 14.8
153 | AOAOX9T7T4 MS-D3 heavy chain variable region 94.7 2 29.1
154 | Q14694 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 10 94.5 9 25.7
155 | Q77656 Uncharacterized protein DKFZp779C185 94.3 5 353
156 | Q8N6KO Testis-expressed protein 29 94.1 4 31.1
157 | AOA1BOGUES VOItageéﬁZfliZfzﬁgﬁr/l g'glfsacal"lum 93.7 15 19.6
158 | P27797 Calreticulin 93.7 26.1
159 | P41161 ETS translocation variant 5 92.4 18.6
160 | AOA2R8Y590 A-kinase anchoring protein 9 92.4 17 15.0
161 | P07996 Thrombospondin-1 92.3 16 33.8
162 | AOA2U8J8C7 Ig heavy chain variable region 92.0 2 27.4
163 | HOYND9 Zinc finger E-box binding homeobox 1 91.3 4 243
164 | AOA7SSEWT6 | [OH °1469—hefgj’l—ég%w 2_1GHD3 91.2 1 31.7
165 | Q3KR37-4 Isoform 4 of Protein Aster-B 91.0 6 13.7
166 | QOHOAS CCR4-NOT transcrii)(t)ion complex subunit 908 18 380
167 | PO8240 Signal recognition glagltli;:le receptor subunit 905 3 348
168 | Q8N6G6 ADAMTS-like protein 1 88.8 9 11.9
169 | QOH9AS5-6 soform iﬁ’);f)g:tﬁgit%nSmpt‘"“ 86.6 13 28.5
170 | 060229-2 Isoform 2 of Kalirin 85.0 16 19.4
171 | Q99708 DNA endonuclease RBBPS 84.8 11 24.3
172 | AOASF9ZGSS5 Ankyrin 2 84.7 22 25.2
173 | Q6DN14 Multiple Cfoirt‘:i:lr;‘;sgzgﬁafe domain- 82.9 15 27.6
174 | QUUPQ9 Trinucleotide repperegt—;(;ntaining gene 6B 316 23 26.1
1751 000291 Huntingtin-interacting protein 1 81.5 13 26.5
176 | P49746 Thrombospondin-3 81.3 11 31.3
177 | QOUPZ9 Serine/threonine-protein kinase ICK 79.5 6 242
178 | 075146 Huntingtin-inter;cr::)i;%nprotein 1-related 792 7 13.6
179 | Q9UQB3 Catenin delta-2 78.9 11 22.5
180 | AOA8O4HIN3 Kalirin RhoGEF kinase 78.0 12 20.4
181 | A5JJ20 Anion exchange protein 71.7 8 239
182 | Q8NCMS-3 Isoform 3 of Cytc;[l)ll;snmlic dynein 2 heavy 776 3 215
183 | 094880 PHD finger protein 14 75.6 12 23.7
184 | QOQHCD6 Protein TANC2 74.4 12 11.8
185 | QOUNSI1 Protein timeless homolog 73.9 11 18.1
186 | QSTDIO Chromodomainl;rgtléicssse—DNA—binding 736 o 207
187 | Q96QB1 Rho GTPase-activating protein 7 73.6 15 20.7
188 | QOUPP1 Histone lysine demethylase PHF8 72.5 8 16.8
189 | P48634 Protein PRRC2A 72.5 22 20.8
190 | AOA3B3IS53 Histone acetyltransferase 71.0 23 29.5
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191 | P43146 Netrin receptor DCC 70.5 14 20.5
192 | Q96JNO-3 Isoform 3 of Ligand-dependent corepressor 70.2 15 20.9
193 | Q77406 Myosin-14 69.6 20 18.1
194 | B2R5W3 Poly [ADP-ribose] polymerase 68.8 13 214
195 | P49588 Alanine--tRNA ligase_ cytoplasmic 67.7 9 19.9
196 | Q9P2KS elF-2-alpha kinase GCN2 64.0 19 26.6
197 | P35498 Sodium channel protein type 1 subunit 62.6 13 733
alpha
198 | Q3KNS1 Patched domain-containing protein 3 62.4 9 22.1
199 | P06213 Insulin receptor 62.3 17 24.0
200 | Q6NO021 Methylcytosine dioxygenase TET2 62.3 22 20.2
201 | QUHD20 Endoplasmic r§t1culum transmembrane 62.2 10 211
helix translocase
202 | 92932 Receptor-type tyrom;ez-proteln phosphatase 619 3 18.8
203 | P11712 Cytochrome P450 2C9 58.9 8 22.9
Arf-GAP with Rho-GAP domain_ ANK
2041 QO6P48 repeat and PH domain-containing protein 1 588 1 14.8
205 | P15169 Carboxypeptidase N catalytic chain 58.3 5 14.2
206 | AOASVETMS2 Myosin VB 57.5 27 24.8
207 | 015031 Plexin-B2 57.1 18 21.5
208 | 094986 Centrosomal protein of 152 kDa 55.5 13 15.6
209 | P35499 Sodium channel protein type 4 subunit 545 16 18.0
alpha
210 | P45844 ATP-binding cassette sub-family G 537 7 23.0
member 1
211 | Q13459 Unconventional myosin-Ixb 53.4 25 19.1
cDNA FLJ39327 fis_ clone
212 | B3KUS4 OCBBF2015506_ highly similar to Mus 539 9 214
musculus FAT tumor suppressor homolog 4
(Drosophila) (Fat4)_ mRNA
213 | Q6P2DS8 X-ray radiation reS{stance-assomated 517 9 17.4
protein 1
214 | M0QZQ3 Spectrin beta chain OS 51.7 18 20.0
215 | P14735 Insulin-degrading enzyme 50.8 12 21.6
216 | Q14669 E3 ubiquitin-protein ligase TRIP12 50.4 13 18.5
217| Q14839 Chromodoma1n—hehgase—DNA—bmdmg 495 15 16.7
protein 4
218 | Q8IWB9 Testis-expressed protein 2 48.3 10 14.3
Isoform 5 of Extracellular matrix
2191 QB6XX4-5 organizing protein FRAS1 46.6 20 230
220 | B3KY63 DNA helicase 46.1 17 17.2
221 | Q868Q0 Pleckstrin homology-like domain family B 452 11 16.8
member 2
222 | QONQX4 Unconventional myosin-Vc 44.2 22 24.7
223 | G8ILI96 protein-tyrosine-phosphatase 41.9 14 17.3
2241 Q16363 Laminin subunit alpha-4 41.4 15 17.1
225 | AOA2R8YS521 DNA helicase 40.3 16 17.0
226 | 015440 ATP-binding cassette;ub-famﬂy C member 388 9 16.1
227 | QSWXA9 Splicing regulatory glutamine/lysine-rich 4571 40 343
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protein 1

228 | P20962 Parathymosin 406.2 6 79.4
229 | QUGIK1 Blonentathn‘ qf chromqsomes in cell 403.4 5 304
division protein 1
230 | P16389 Potassium voltage-gated channel subfamily 3852 15 651
A member 2
231 | Q5T200 Zinc finger CCCH .domaln-contalmng 3809 30 25
protein 13
232 | Q96KF7 Small integral membrane protein 8 357.3 6 68.0
233 | Q13363 C-terminal-binding protein 1 323.2 13 38.6
234 | P21860 Receptor tyrosine-protein kinase erbB-3 332 12 18.4
Identified Proteins at 48 hours
Accession Protein name PLGS Score | Peptides | Coverage (%)
235 | PODP0O6 Immunoglobulin heavy variable 4-30-4 913.7 1 373
Isoform 3 of Sodium/potassium-
2361 P05023-3 transporting ATPase subunit alpha-1 763.5 16 308
237| Q5T200 Zinc finger CCCH .domaln-contalmng 746.2 31 16.4
protein 13
IGH ¢2919_heavy_IGHV4-34_IGHD3-
238 | AOA7S5C318 22 1GHJ4 732.2 3 72.4
239 | P52701 DNA mismatch repair protein Msh6 696.2 18 26.1
240 | AOA1BOGW 16 NOP protein chaperone 1 654.4 1 46.8
241 | AOASC2G887 IGL ¢3835_light_IGLV3-25_IGLIJ2 646.1 1 40.7
242 | AOAO68LKQ4 Ig heavy chain variable region 615.6 2 51.2
243 | AOA1C4HDY7 MHC class II antigen 612.5 2 55.7
cDNA FLJ42236 fis_ clone
244 | B3KW60 TKIDN2000701_ highly similar to 603.6 4 31.1
Ankyrin-3
245 | A2JNH3 MLL/GAS?7 fusion protein 586.4 3 27.8
IG c485_heavy_IGHV4-59_IGHD1-
246 | AOASC2GPUI1 26 1GHJ6 5779 2 65.3
Isoform Short of Inositol 1_4_5-
247 | Q14571-2 trisphosphate-gated calcium channel ITPR2 3323 ! 26.0
248 | AOA7S5C227 IGH c2666_heavy_IGHV4-39_IGHD3- 5367 ’ 508
9_IGHIJ1
IGH + IGL ¢c225_heavy_IGHV3-
249 | AOASC2GHL2 7 IGHD4-23_IGH)3 534.5 3 72.7
250 | 000329 Phqsphahdyhnqsﬁol 4_§ —blsphqsphate 3- 490.2 3 15.4
kinase catalytic subunit delta isoform
251 | B4DF51 CD33 molecule 468.7 2 24.1
IGH c411_heavy_IGHV4-59B_IGHD2-
252 | AOA7S5BY82 15_IGHJ6 457.8 1 36.6
253 | AOA1IBOGWB9 SAM and SH3 domain containing 1 446.3 3 15.0
254| AOASC2GFs3 | |G c612_heavy _IGHV4-39_IGHDG- 4438 3 69.8

13_IGHJ4
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116 kDa U5 small nuclear

2551 Q15029 ribonucleoprotein component 401.3 18 353
256 Q6PS89 Tumor necrosis facoralphainduced. | yo 5| 25
257 | L7XMGO Cytochrome c oxidase subunit 2 384.1 2 41.4
258 | P32418 Sodium/calcium exchanger 1 378.0 9 20.9
259 | AGNCQ8 Fc epsilon receptor Ig 351.0 2 47.3
260 | QU6DT1 RalBPl—associatel:)(ir (igisndlomain—containing 3177 7 16.8
261 | QIBYX4 Imerfer"“c';‘;lf;fl‘l?gghgfta:iif domain- 304.7 13 21.1
262 | Q77459 SH2 domain-containing protein 6 302.3 6 32.5
263 | P20718 Granzyme H 299.9 3 32.1
264 | C9JTS9 Kelch like family member 13 291.8 2 53.2
265 | D3DUCI1 Zinc finger protein 263 287.6 6 16.3
266 | Q76B58 BMP/retinoic ad?,fgi?;i;le neural-specific 7839 14 359
267 | A0ASC2GPY1 | 1O C1392—hea§{—IIGG}%Z3 53_IGHD2 279.2 2 39.5
268 | P0O3897 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 3 275.8 2 74.8
269 | AOA126GV 84 Olfactory receptor 261.8 3 31.7
270 | A0ASC2G6B2 | 1OH € 40—heavéjgl}{}}z3'74—IGHD5 ) 259.6 1 15.8
271 | Q9NR11 Zinc finger protein 302 258.9 10 22.4
272 | AOA7S5C324 | 1GH 02922—he%ﬁgl}gz3'2I—IGHD3' 251.4 1 35.6
273 | QINX76 CKngﬁiﬁﬁi;ﬁ;g;ﬁgfg’me 2495 3 30.1
274 | L8E7C7 Alternative protein ITGA9 2444 2 53.2
275 | AGBNCQ5 L-methionine (R)-S-oxide reductase 244.0 1 31.4
276 | 000374 p40 238.1 5 35.2
277 | C9J4H2 Transmembrane protein 127 235.7 1 214
278 | P15884 Transcription factor 4 235.0 4 14.2
279 | A8K181 cDNA FLJ76222 228.8 14 30.6
280 | Q08378 Golgin subfamily A member 3 228.2 25 354
281 | 014829 Serine/threoningg_r}(l);iicrllsplhosphatase with 2778 12 337
282 | AOA7TT5BNP1 | NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 3 2244 2 56.5
283 | QSEKMS C-C chemokine receptor type 5 193.8 5 39.8
284 | P47897 Glutamine--tRNA ligase 191.7 11 26.3
285 | Q5VTBY E3 ubiquitin-protein ligase RNF220 185.0 10 32.0
286 | QUBTZ2 Dehydrogenas;l/;?r(lilllgrtzfe SDR family 1722 6 45.0
cDNA FLJ52452_ highly similar to Latent-
287 | B4ADZDI1 transforming growth factor beta-binding 168.1 10 46.0
protein_ isoform 1S
288 | QINZC7 WW domain-containing oxidoreductase 149.1 6 44.7
289 | Q9YO6UT RING finger protein 215 147.1 7 31.3
290 | P61201 COP?9 signalosome complex subunit 2 144.6 12 41.1
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TATA-box binding protein associated

291 | AOA3B3ITYS 141.2 4 39.0

factor 11

TATA box-binding protein-associated

2921 Q15572 factor RNA polymerase I subunit C 140.8 ? 274
293 | AOA3B3ITQl Inositol 1_4_5-trisphosphate receptor 140.4 20 28.8
294 | 015534 Period circadian protein homolog 1 128.9 12 20.5
295 | Q14151 Scaffold attachment factor B2 119.5 9 21.1
296 | QOIJ51 P2X purinoceptor 1194 4 18.6
297 | Q8TBY9 Cilia- and flagella-associated protein 251 117.3 9 15.7
208 | AOA3B3IU13 Inositol 1_4_5 -trlsph{)sphate receptor type 116.7 17 228
299 | Q9NZ08 Endoplasmic reticulum aminopeptidase 1 116.5 8 17.2
300 | 000482 Nuclear receptor subfamily 5 group A 109.8 10 323

member 2
301 | Q9HS583 HEAT repeat-containing protein 1 91.1 26 24.8
302 | Q92574 Hamartin 89.6 18 34.4
303 | Q9H4GO Band 4.1-like protein 1 84.9 10 22.8
304 | Q99650 Oncostatin-M-specific receptor subunit beta 78.7 10 13.9
305 | PO3951 Coagulation factor XI 75.5 8 18.4
306 | AOA7POTOY3 Dynein cytoplasmic 1 heavy chain 1 64.3 21 23.9
307 | P35609 Alpha-actinin-2 64.3 16 33.7

Membrane-associated guanylate kinase_

308 Q86ULS WW and PDZ domain-containing protein 2 Ll 6 12.6
309 | QOUKES TRAF2 and NCK-interacting protein kinase 54.1 15 23.8
310 | P78414 Iroquois-class homeodomain protein IRX-1 684.9 13 52.7
311 | QOUIW9 SERTA domain-containing protein 3 559.2 4 56.6
312| QSWXA9 Splicing regulatory gllutammellysme-nch 3643 27 299

protein 1
313 | Q5T200 Zinc finger CCCH fiomam-contammg 3598 74 21.9

protein 13
314 | P25208 Nuclear transcription factor Y subunit beta 463.7 16 71.5
315 | Q6NVH7 ATPase SWSAP1 393.0 3 48.9
316 |HOYBY1 Thyroglobulin 50.9 12 20.9

Identified Proteins at 72 hours
Accession Protein name PLGS Score | Peptides | Coverage (%)

317 | NOBUK3 Cytochrome c oxidase subunit 3 11452 2 23.4
318 | D6RG24 EGF like_ fibronectin t)./pe IIT and laminin 912.5 2 89 4

G domains

IGH c4064_heavy_IGHV1-46_IGHD1-
319 | AOA7SSEYLI 26 IGHJ4 735.6 2 46.2
320 | Q5MI09 Sperm protein associated with the nucleus 640.6 7 56.0
on the X chromosome N3 ' ’
21| P30273 High affinity 1mmunoglobu11n epsilon 4226 2 547
receptor subunit gamma

322 | Q8NHCS Olfactory receptor 14A16 406.8 8 57.0
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323 | Q6ZU64 Cilia- and flagella-associated protein 65 726.1 23 233
3D-A549 NORMOXIA (0 pM Cobalt Cloride)
Identified Proteins at 48 hours
Accession Protein name PLGS Score | Peptides | Coverage (%)
1 | P60709 Actin_ cytoplasmic 1 304.2 9 44.8
2 | QINPRY Protein GPR108 241.2 4 22.7
3 | AOASO4F6TS Pyruvate kinase 161.4 10 36.2
4 | K7EJK5S Proline dehydrogenase 153.9 3 36.1
5 |Q8NI1GI RNA exonuclease 1 homolog 79.4 16 27.6
6 |Q5T200 Zinc finger CCCH .domaln-contalmng 740 31 213
protein 13
7 |1 Q13490 Baculoviral IAP repeat-containing protein 2 59.0 6 17.2
8 |HOY9E9 Ankyrin 3 50.0 20 21.8
9 | Q13136 Liprin-alpha-1 34.1 20 28.5
IGH c894_heavy_IGHV4-39_IGHDS-
10 | AOA7S5BZR4 12 1GHJ5 870.3 2 41.6
IGH c1965_heavy_IGHV4-34_IGHD3-
11 | AOA7SSEVS85 10, IGHJ4 645.9 2 41.6
12 |HOY7J2 Patched 2 517.9 2 70.5
13 | Q9UNB4 p58 killer cell inhibitory receptor KIR-K7c 509.0 2 28.9
14 | Q8NI22 Multiple coagulatlop factor deficiency 7507 6 71.9
protein 2
15 | P42830 C-X-C motif chemokine 5 5724 4 56.1
16 | Q3LI64 Keratin-associated protein 6-1 549.0 4 62.0
17 | Q9P2KS elF-2-alpha kinase GCN2 60.5 14 19.3
18 | Q86XA9 HEAT repeat-containing protein 5SA 396.1 23 25.2
19 | B4DSKO cDNA FLJ61752 310.3 1 353
20 | AOAO75B709 T cell receptor alpha joining 13 876.8 2 71.4
21 | AOA7TI2V5M6 N-myristoyltransferase 1 778.7 4 100.0
3D-A549 HYPOXIA (200 pM Cobalt Cloride)
Identified Proteins at 48 hours
sion Acces Protein name PLGS Score | Peptides | Coverage (%)
1 | Q7Z6J0 E3 ubiquitin-protein ligase SH3RF1 694.3 5 13.1
2 |E9PEI4 Protein tyrosine kinase 2 514.5 6 19.7
3 | Q14192 Four and a half LIM domains protein 2 405.3 6 35.5
IGH c4186_heavy_IGHV3-23_IGHDS5-
4 | AOA7SS5EW21 12 IGHJ5 323.1 2 34.7
5 | A0OAAG2UX]J2 Defensin beta 109D 308.7 3 92.0
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6 |019580 MHC class I antigen 294.4 1 33.0
7 | Q9ULD9 Zinc finger protein 608 271.9 7 15.5
s | ADAOS2Z4W1 Serine/arginine repetiltive matrix 1 isoform 2405 9 16.8
9 | AOA2U8J9A9 Ig heavy chain variable region 2404 1 35.3
10 | QOP6D2 Divergent protein kinase domain 1C 236.8 5 28.4
11 | Q86UP2 Kinectin 226.2 15 19.5
12 |Ql4114 Low-density lipgfégieélg receptor-related 2931 10 217
13 | Q9P1C8 PRO2577 214.7 1 50.9
14 | Q8NI35 InaD-like protein 201.5 16 18.5
15 | AOA212MHS7 MHC class I antigen 193.4 2 11.1
16 | AOA804HKD7 RAB GTPase activating protein 1 like 1914 5 15.6
17 | K7EKL3 Granulin precursor 176.4 5 30.9
18 | QOUNB7 p50 killer cell activating receptor KAR-K1d 176.1 1 15.9
19 | AOAOS1S4Y4 | NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 2 165.3 3 33.7
20 | B3KQI5 Neurofilament light polypeptide 163.6 4 12.2
21 | Q5T200 Zinc finger C(I?)rC()I:IeﬁlOIII;ain-containing 160.8 24 17.0
22 | AOAOAOMR25 Fibroblast growth factor receptor 155.7 5 13.3
23 | AOAO68BTP6 | NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5 154.7 5 222
24 | AOA6G6CYTS KIR2DL1 OS=Homo sapiens 151.4 2 16.7
25 | Q15061 WD repeat-containing protein 43 150.5 7 13.7
26 | 094892 Zinc finger protein 432 149.3 10 19.8
27 |P07996 Thrombospondin-1 148.2 15 34.4
28 | A4FUJS MKL1 protein 146.6 8 29.7
29 | Q6ZRS4 Protein ITPRID1 146.3 10 259
30 | Q8NIM3 Zinc finger protein 135 137.7 3 7.0
31 | Q7Z317 Zinc finger protein 572 133.1 6 18.0
32 | Q70EL2 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 45 130.7 14 28.0
33 | AOAOS9RZWY | NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5 125.0 6 24.7
34 | H9Q5T8 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5 124.8 4 14.4
35 | Q9UIWS-2 Isoform 2 of Zinc finger protein 180 124.5 5 12.6
36 |P07355-2 Isoform 2 of Annexin A2 122.1 2 13.2
37 |a0ascagnvl | 16 °541—heavly3—_1%%\;63'5 3_IGHD6- 122.0 2 31.2
38 | Q9BS86 Zona pellucida-binding protein 1 121.2 3 25.6
39 | 000322 Uroplakin-1a 118.5 3 38.0
40 |D3VVGS ubiquitinyl hydrolase 1 117.7 3 27.9
41 | AOAO60VCP6 MHC class I antigen 116.8 1 359
42 | Q8TBZ8 Zinc finger protein 564 115.5 3 7.4
Inositol hexakisphosphate and
43 1043314 diphosphoinositol-pentakisphosphate 114.3 12 18.0
kinase 2
s | couons e
45 | F5H7I8 Chromosome 7 open reading frame 57 113.9 3 14.6
46 | P48551 Interferon alpha/beta receptor 2 113.1 6 274
47 | AOAOAOMR79 Mediator complex subunit 12 1124 9 7.7
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48 | Q8WXF7 Atlastin-1 112.3 4 15.4
BTB/POZ domain-containing protein
49 | Q17RGI1 KCTD19 112.0 5 14.7
50 | ADA3QSAISS Protein arginine ~N -met.hyltransferase 1 112.0 > 17.8
transcript variant 35
51| QUNS00 Glycoprotein-N-acetylgalactosamine 3- 1113 3 15.4
beta-galactosyltransferase 1
52 | Q12798 Centrin-1 110.3 3 23.3
53 |J3KRIJ5 Protein EVI2A 110.0 2 18.7
54 |B4DDY2 UDP-glucuronosyltransferase 110.0 2 16.4
55 | P05186-2 Isoform 2 of Alkahpe? phosphatase_ tissue- 109.1 > 16.8
nonspecific isozyme
56 |P23497 Nuclear autoantigen Sp-100 109.1 6 15.6
57 |I1VEIS Phosphodiesterase 4D interacting protein 108.3 1 333
s | 075410 Transforming acidic cgﬂed—coﬂ-contammg 106.3 10 21.6
protein 1
59 | Q2TUSY Eukaryotic translation initiation factor 4 1023 3 85
gamma 2
60 |P00352 Aldehyde dehydrogenase 1A1 101.8 12 479
61 | Q96D46 60S ribosomal export protein NMD3 99.4 8 29.8
62 | B3KPS3 Tubulin alpha chain 96.3 8 31.3
63 | AOA343V8B8 | NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 2 94.7 2 20.7
IGH c1365_heavy_IGHV3-30_IGHD7-
64 | AOA7SS5EUUL1 27 1GHJ6 92.9 1 19.4
65 | AOA1C3PHM2 MHC class I antigen 92.8 2 6.9
66 | 075146 Huntlngtm-mteractlng protein 1-related 921 7 13.9
protein
IGH + IGL c445_heavy IGHV3-
67 | AOASC2GI61 33 IGHD4-23_IGHJ6 91.8 2 19.0
68 | QSNDV7 Trinucleotide repeat—cpntammg gene 6A 917 20 215
protein
6 | HOYEDS Nuclear pore c'omplex interacting protein 912 5 2519
family_ member A6
70 | Q684P5 Rap1 GTPase-activating protein 2 90.9 10 24.1
71 | F5SH296 Cytidine monophosphate N- 88.9 2 46.6
acetylneuraminic acid synthetase
cDNA FLJ51587_ highly similar to
72 | B4DP35 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 88.8 4 35.6
Al
73 | 095782 AP-2 complex subunit alpha-1 87.6 8 19.1
74 | Q7Z4V0 Zinc finger protein 438 87.2 6 184
IG c623_heavy_IGHV3-30_IGHD3-
75 | AOASC2GFP4 16_IGHJ4 86.5 2 24.0
76 | QSNDV7-5 Isoform 5 (?f Trinucleotide re.peat— 84.9 13 204
containing gene 6A protein
77 | AOA3B3ISQ5 Discs large MAGUK scaffold protein 4 83.8 7 17.7
78 | Q7Z3U7 Protein MON2 homolog 83.4 11 17.5
79 | Q6XZF7 Dynamin-binding protein 82.5 9 12.8
80 | Q5TU85-3 Isoform 2 of IQ motif and SEC7 domain- 814 10 20.4

containing protein 2
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Isoform 3 of Transcription factor TFIIIB

81 | A6H8Y1-3 " 81.2 14 19.3
component B" homolog
82 | Q8WWQO PH-interacting protein 80.5 9 13.6
83 | AOA5S83ZBV1 MHC class I antigen 79.7 4 334
84 |HOYBDI1 Pecanex-like protein 79.2 2 26.5
85 | Q00872 Myosin-binding protein C_ slow-type 78.7 11 16.9
86 | ABKSP3 Protein SFI1 homolog 77.4 12 22.0
87 | Q5IUSS 1Q motif and SEC7 (.iomaln-contalmng 757 18 203
protein 2
88 | AOA1X91466 MHC class I antigen 74.6 1 22.7
89 | AOAAQSBIK4 Unc-80 homolog_ NALCN channel 790 3 62
complex subunit
90 |B4DUZS8 Adenylyl cyclase-associated protein 71.1 2 15.4
91 | AOA2I4PZI6 MHC class I antigen 69.7 2 11.6
cDNA FLJ75522_ highly similar to Homo
92 | ABK7V7 sapiens von Willebrand factor (VWF)_ 69.7 6 19.8
mRNA
93 | Q3KNS6 Zinc finger protein 829 69.4 7 30.1
IG c835_heavy_IGHV3-23_IGHD3-
94 | AOASC2GN17 25 IGHJ6 68.7 3 38.2
95 | B2RU33 POTE ankyrin domain family member C 68.4 7 245
96 | Q8NA42 Zinc finger protein 383 68.3 4 22.1
97 | Q9UIW2 Tubulointerstitial nephritis antigen 68.2 9 30.7
98 | QIHCS4 Transcription factor 7-like 1 67.5 5 22.1
99 | Q13740 CD166 antigen 66.4 5 15.1
100 | Q8N7B1 HORMA domain-containing protein 2 66.0 6 38.1
101 |[E1UIM? [histone H3]-trimethyl-L-lysine(27) 655 7 145
demethylase
Pleckstrin homology domain-containing
102 | Q8IVE3 family H member 2 64.3 13 17.8
IG ¢533_heavy_IGHV3-33_IGHD7-
103 | AOA5SC2GNY2 27 IGHJ3 63.4 2 19.0
104 | AOAOSTWWNS D1ph0sph01n051F01 pentakisphosphate 62.7 6 319
kinase 2
105 | 014607 Histone demethylase UTY 62.5 11 16.4
106 | AGNF89 Olfactory receptor 6C6 62.3 3 43.6
107 | D6RGZ6 Versican 61.9 8 20.2
108 | Q8NDV7-6 Isoform 6 gf Trinucleotide re.peat— 602 16 17.3
containing gene 6A protein
109 | AOAAG2TVI9 POTE ankyrin domain family member B 59.4 6 29.6
110 | Q2V2M9-2 Isoform 2 of FH]/FH% domain-containing 503 16 253
protein 3
cDNA FLJ77991 _ highly similar to Homo
111 | ABK6F4 sapiens zinc finger and BTB domain 59.0 4 17.8
containing 7B_ mRNA
112 | AOAOC4ZLQ8 KIR3DL1 58.6 2 8.1
113 | C9JT95 Nucleic acid binding protein 2 58.3 1 14.6
114 | QOUM73 ALK tyrosine kinase receptor 58.2 15 22.0
115 | AGNKBS Pecanex-like protein 2 57.7 11 10.7
116 | AOASC2GIKS IGH + IGL ¢535_heavy_IGHV3- 57.2 3 304

33_IGHD2-2_IGHJ6
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Isoform 2 of Rho-related GTP-binding

117 | Q9HBHO-2 protein RhoF 57.0 3 27.1
118 | AOA126LB25 Immediate early protein IE2 56.5 14 17.4
119 | P54259 Atrophin-1 56.0 6 11.9
120 | Q14515 SPARC-like protein 1 55.4 6 23.6
oifovang | bmidMebepnedne | gy | s [ o
122 | Q8TCNS Zinc finger protein 507 53.7 15.4
123 | QSWWI5S Choline transporter-like protein 1 52.5 38.5
124 1 Q15361 Transcription termination factor 1 51.8 13.9
125 | P35658-4 Isoform 4 of Nucl;zlllrp g(l)zf complex protein 507 24 219
126 | Q2TB18 Single-strand DNA endonuclease ASTE1 48.8 4 15.3
127 | QSWWL7 G2/mitotic-specific cyclin-B3 45.4 21 24.8
128 | QSHOR4 Armadillo repe;z;t(;tc;?ltzining X-linked 4.8 15 172
129 | Q6UXBS Peptidase inhibitor 16 42.7 259
130 | B2RWNS histone acetyltransferase 42.5 7.6
131 | P35499 Sodium channel e[l)lr;))ﬁzin type 4 subunit 416 11 135
1321 Q13164 Mitogen-activated protein kinase 7 41.4 13.0
133 | AOA384P5C6 Delta-like protein 40.9 25.9
134 | Q8IVT4 Hypothetical MGC50722 39.8 14.7
135 | 095259 Voltage gateéihjrellrigelcé (r:eNc;lIfller potassium 363 9 17.7
136 | AOA590UK43 Sodium channel protein 35.4 15 14.1
137 | QI6MN2 NACH{gfﬁgisgiiiiiomam' 35.2 9 19.0
138 | AOAO96LNL9 Transcriptional regulator ATRX 35.1 22 30.9
139 | P01024 Complement C3 34.5 13 16.4
140 | AOA2R8YD45 Tripeptidyl peptidase 1 324 14.6
1411 Q13433 Zinc transporter ZIP6 31.7 22.8
142 | Q5CZA0 Uncharacterized protein DKFZp686D1070 314 14 15.2
143 1 Q06278 Aldehyde oxidase 314 12 19.8
144 | Q13733 Sodium/potasslfli;:lrrllli-ttzei;lsl[;(_)iting ATPase 313 11 15.8
145 | QGNWR3 G protein-coupled receptor 83 31.1 3 14.7
146 | CIPHA2 Tyrosine-protein kinase receptor 30.8 14 16.1
147 | AOATW2PQXS5 Coiled-coil domain containing 187 29.6 10 7.0
148 | QUMDY Collagen alpha-1(XVII) chain 29.0 13 21.2
149 | QINXGO Centlein 279 13 16.2
150 | QQWVM7 Cohesin subunit SA-1 27.6 14 20.0
151 | QOUHB7 AF4/FMR?2 family member 4 26.9 7 16.1
152 | Q5SRES Nucleoporin NUP188 26.1 10 10.2
153 | QU6SNS CDK5 regulatr())rlr())/t :iuri)lzmit-associated 253 13 122
154 | Q15067 Peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 1 23.8 4 12.3
1551 Q13114 TNF receptor-associated factor 3 22.5 5 18.5
156 | Q8N6G6 ADAMTS-like protein 1 21.1 11 14.8
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157 | Q9C007 Sodium channel protein 20.4 17 17.3
158 | P63261 Actin_ cytoplasmic 2 1013.3 13 50.9
159 | Q3LI64 Keratin-associated protein 6-1 7121 6 62.0
160 | P04264 Keratin_ type II cytoskeletal 1 512.3 12 494
161 | QSTCWO Prokineticin receptor 1 440.4 8 36.4
162 | QOUPQS Dolichol kinase 406.1 16 69.3
163 | Q8IZ08 G-protein coupled receptor 135 377.0 13 62.3
164 | P20962 Parathymosin 361.1 2 45.1
165 | Q9BXD5 N-acetylneuraminate lyase 346.5 13 44.7
166 | P48742 LIM/homeobox protein Lhx1 340.9 12 58.9
167 | PODPK3 Notch homolog 2 N-terminal-like protein B 334.9 15 76.0
168 | P24821 Tenascin 17.1 12 10.7
169 | AOA1S5UZH4 Neuronal cell adhesion molecule 322.1 12 21.3
170 | Q5T200 Zinc finger C(;E)Ptleicllo?;ain-containing 2162 44 273
171 | AOA7TPONMY4 Filamin A 196.1 28 36.8
172 | Q86XA9 HEAT repeat-containing protein SA 187.9 18 21.3
173 | P13010 X-ray repair cross-complementing protein 5 174.8 13 31.4
174 | A2RRA6 USP35 protein 166.4 5 21.7
1751075153 Clustered mitochondria protein homolog 161.3 17 27.0
176 | AGNDY9 Filamin A 126.0 30 26.1
177 | Q15485 Ficolin-2 1153 2 20.8
178 | Q8WXA9 Splicing regulat(l);}cf)tilil;llt?minellysine-rich 974 16 453
179 | Q9BY V9 Transcription regulator protein BACH2 73.4 11 27.9
180 | Q14114 Low-density lipgf;;)etieérg receptor-related 5500 10 227
181 | AOAO78BCHS Transforming growth factor_ beta 1 501.6 4 76.9
182 | LSEC89 Alternative protein CAV1 384.7 3 70.1
183 | AOA180H7B8 MHC class I antigen 294.0 1 29.3
184 | QSWWZ7 Cholesterol transporter ABCAS 286.7 12 15.0
185 | P00352 Aldehyde dehydrogenase 1A1 269.8 5 17.8
186 | AOA0S2Z669 Testis expressed 9 isoform 1 268.3 6 32.2
187 | 002970 HLA-B*13 protein 262.3 1 33.0
188 | AOASC2G6A4 | 16H 0207—heavgjécl‘{}}z4 39_IGHD2 255.6 3 52.8
189 | Q13367 AP-3 complex subunit beta-2 236.3 9 16.9
190 | Q2M3G0 ATP-binding cassette;ub—family B member 735 6 13 19.0
191 | Q8WXA9 Splicing regulat(l))?(/) t%:lilrllta;mine/lysine—rich 233.7 12 313
192 | P33151 Cadherin-5 232.1 3 12.5
1931015034 RIMS-binding protein 2 66.5 10 26.0
194 | QOUKES TRAF2 and NCK-interacting protein kinase 559 17 24.3
195 | ASPLKS Regulator of G-protein signaling protein- 45.6 10 19.4

like
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3D-A549 NORMOXIA (total protein using in-gel method)

|

Identified Proteins at 72 hours

Accession Protein name PLGS Score | Peptides | Coverage (%)
1 | AOA2R8Y793 Actin beta 1349.0 6 38.2
2 1Q86YC2 Partner and localizer of BRCA2 527.2 7 14.4
3 |P05783 Keratin_ type I cytoskeletal 18 415.2 12 32.6
4 |P12883 Myosin-7 374.7 22 22.6
5 | QINZ08 Endoplasmic reticulum aminopeptidase 1 308.6 6 12.9
6 |P00352 Aldehyde dehydrogenase 1A1 198.2 8 15.4
IGH cl heavy_IGHV2-5_IGHDS-
7 | ADA7S5C141 GH c1385_ 654_ny§1]6 5_IGHD5 195.8 1 1.1
8 | QOHBZ2 Aryl hydr‘i‘;;‘;i’;‘ciﬁfgmr nuclear 185.8 6 19.1
9 |P57764 Gasdermin-D 135.6 5 21.1
10 | AOA8VETNX9 Pyruvate kinase 134.6 6 17.7
11| Q9BYG7 Protein maestro 112.1 4 30.6
12 | Q5U5Z8 Cytosolic carboxypeptidase 2 93.5 14 29.2
13| Q27181 Inverted formin-2 80.4 7 11.0
14 | QINYF8 Bcl-2-associated transcription factor 1 69.3 9 19.9
15| P29401 Transketolase 297.6 11 323
16 | P14618 Pyruvate kinase PKM 270.4 10 33.1
17 | P60709 Actin_ cytoplasmic 1 927.6 13 50.1
18 | PO5783 Keratin_ type I cytoskeletal 18 601.3 22 56.5
19 | Q6S8I3 POTE ankyrin domain family member E 4133 18 314
20 | PO5787 Keratin_ type II cytoskeletal 8 402.2 19 47.6
21 | P00352 Aldehyde dehydrogenase 1A1 355.9 11 34.5
22 | P06733 Alpha-enolase 294.6 11 34.1
23 | P04406 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 262.6 8 32.5
24 | Q96FV3 Tetraspanin-17 250.4 10 67.0
[y | Ml g ekeonetindne | 2335 | | sz
26 | AADINS Putative uncharacterized protein FLJ40288 220.3 3 39.3
271 Q14582 Max dimerization protein 4 216.8 2 335
28 | 076087 G antigen 7 216.1 47.9
29 | P62079 Tetraspanin-5 206.8 11 68.3
30 | Q4VNCl1 Probable cation-transporting ATPase 13A4 50.0 12.0 12.9
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3D-A549 HYPOXIA (total protein using in-gel method)

Identified Proteins at 72 hours

Accession Protein name PLGS Score | Peptides | Coverage (%)
| P30273 High affinity 1mmunoglobuhn epsilon 834 4 ) 616
receptor subunit gamma

2 | AOA6QSPFE4 Actin beta 699.5 6 35.8

P05783 Keratin_ type I cytoskeletal 18 431.0 13 46.0
4 Q6ZNO06 Zinc finger protein 813 235.5 6 15.6
5 P10644 cAMP-dependent protein kmage type I-alpha 198.1 3 18.6

regulatory subunit
6 Q7L2R6 Zinc finger protein 765 184.3 4 12.0
7 P0O5787 Keratin_ type II cytoskeletal 8 134.8 7 17.6
8 Q96LU7 Myelin regulatory factor-like protein 131.6 4 10.7
9 | AOA7P0T843 RING-type E3 ubiquitin transferase 112.0 5 224
10 | AOAOJ9YX57 MAGE family member B6B 422.4 2 17.0
11 P05783 Keratin_ type I cytoskeletal 18 558.6 24 50.0
12 P60709 Actin_ cytoplasmic 1 384.8 10 46.7
13 Q676U5 Autophagy-related protein 16-1 94.3 7 27.3
14 P05107 Integrin beta-2 35.0 19.0
3D Calu-1 NORMOXIA
Identified Proteins at 72 hours
Accession Protein name PLGS Score | Peptides | Coverage (%)
1 | AOAOC4ZN11 Killer cell immunoglobulin-like receptor 1470.2 1 23.8
2 QO0ZCF6 Immunglobulin heavy chain variable region 1155.0 2 53.5
3 QSWXA9 Splicing regulatory gl.utamme/lysme—rlch 750.0 2 370
protein 1
4 P49756 RNA-binding protein 25 712.1 21 27.8
5 | AOASC2G8VS IGH + IGL c113_heavy_IGHV3-33_IGHD6- 696.0 | 350
6_IGHJ6
IGH c¢548_heavy__IGHV1-69_IGHD6-
6 | AOA5SC2G821 25 IGHJ4 692.1 2 35.1
7 | AOASISKP66 Arginyltransferase 1 668.7 3 61.4
8 | AOASC2FVZ0 IGL c1099_light_IGLV3-1_IGLIJ2 650.4 2 67.9
9 B4EOEOQ Transmembrane protein 41B 639.4 3 31.3
10 QI96P56 Cation channel sperm-associated protein 2 634.0 12 35.7
11| AOA455JVL9 MHC class I antigen 615.3 1 15.6
IG c966_heavy_IGHV4-34_IGHD6-

12 | AOASC2GFT3 13 IGHJ4 610.6 2 71.8
13 Q9Y2G8 Dnal homolog subfamily C member 16 607.3 15 30.8
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IGH ¢2828_heavy_IGHV4-4_IGHD3-

14 | AOA7S5C254 16 1GHJ6 606.9 3 61.7
cDNA FLJ14963 fis_ clone
PLACE4000522_ weakly similar to
15 QI6IU8 NEUROGENIC LOCUS NOTCH 604.6 10 257
PROTEIN
16 Q05066 Sex-determining region Y protein 589.6 6 52.5
17 H7BZTO Apolipoprotein L3 564.1 2 46.6
18 QSN769 Putative uncharactgl%zled protein SLIRP- 5416 | 60.7
19 | AOATR6M6R3 Sodium Voltage-gatgd channel alpha 5139 | 341
subunit 5
20 FRW6I7 Heterogeneous nucl:?r ribonucleoprotein 5043 3 359
21 | AOAS58LKHS MHC class I antigen 492.9 8 45.2
22 | AOA411ELR1 Sex-determining region Y protein 491.0 6 50.0
23 A2N0U2 VH6DJ protein 487.5 1 37.7
24 Q53540 Uncharacterized protein ADAM17 483.3 2 48.0
25 Q86VP1 Tax1-binding protein 1 471.5 10 26.4
2% QSHOR7 Serine/threonine-protein phosphatase 6 460.4 12 290
regulatory subunit 3
27 P09651-2 Isoform A.l—A of Heterog.eneous nuclear 458 8 5 347
ribonucleoprotein Al
8 P29074 Tyrosine-protein pf;;sgﬁatase non-receptor 443.0 8 197
IGH c3181_heavy_IGHV3-43_IGHDS5-
29 | AOA7SSEV72 12 IGHJ1 439.8 1 352
30 Q7L576 Cytoplasmic FMR1-interacting protein 1 4194 16 25.1
31 L8E979 Alternative protein MYO19 418.5 2 453
Isoform 3 of 3'_5'-cyclic-AMP
32 Q08499-2 phosphodiesterase 4D 414.3 11 30.3
33 P10912 Growth hormone receptor 372.4 23.7
34 Q68CY7 Uncharacterized protein DKFZp686P05226 369.0 26.0
35 FSWDI2 RAB3 GTPase a.ct1vat1ng. non-catalytic 367.8 2 56.1
protein subunit 2
36 QS8NDL9 Cytosolic carboxypeptidase-like protein 5 360.5 6 23.3
Isoform 3 of Outer kinetochore KNL1
37 Q8NG31-3 complex subunit KNLI 338.1 29 314
Squamous cell carcinoma antigen
38 Q15020 recognized by T-cells 3 337.9 12 234
39 | AOA9ESDG70 SART3-RARG fusion protein 331.7 13 19.9
40 | AOA1IBOGUW7 Small integral membrane protein 27 328.8 2 85.5
Isoform 4 of E3 ubiquitin-protein ligase
41 Q14669-4 TRIP12 3259 15 22.0
42 | AOA2H4FZ36 MHC class I antigen 316.6 1 37.0
43 | AOA8S4QCZ9 mRNA 315.1 3 31.3
44 | AOA804HIA2 Desmoglein 2 310.8 41.5
45 | AOA6Q8PGGY E3 ubiquitin-protein ligase 303.4 20 21.2
46 Q6J415 Sex-determining region Y protein 296.3 4 429
47 PO8621-4 Isoform 4 of U1 small nuclear 206.3 9 46.3

ribonucleoprotein 70 kDa
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48 | AOA023W4F4 Rhesus blood group D antigen 295.7 1 52.7
17S U2 SnRNP complex component
49 043719 HTATSFI 291.9 25 47.5
50 | AOA9Y1QQ47 | Breast cancer type 1 susceptibility protein 290.4 12 30.1
51 J7F508 MHC class I antigen 289.8 1 30.4
52 | AOA2U7MZK9 MHC class I antigen 289.3 3 64.6
53 Q8IZU1 Protein FAM9A 286.9 9 57.5
54 | AOA8Q3SIG7 GATA binding protein 2 284.2 4 25.5
55 COJ146 Ligand dependent nucllear receptor 7809 6 193
corepressor like
56 A4D1I0 HCG1741805_ isoform CRA_c 279.3 23 37.7
IG c1278_heavy_IGHV3-21_IGHD4-
57 | AOASC2GPZ3 23 IGHJ4 277.7 2 29.8
58 Q8NHY6 Zinc finger protein 28 homolog 277.4 12 21.8
59 QOVDF9 Heat shock 70 kDa protein 14 274.9 6 244
60 | AOAOA7C816 MHC class I antigen 274.2 1 293
61 HORZ55 ATP synthase protein 8 270.5 3 39.7
62 Q8NCAS Protein FAM98A 267.8 5 17.0
63 A6YTI7 ATP synthase protein 8 266.5 2 38.2
64 B4DK25 Arginyl-tRNA--protein transferase 1 262.4 9 36.0
65| QYUHV7 Bf-diator GIENA polymggegse IT 261.2 13 14.6
transcription subunit 13
66 BOI1S9 MYOI1B variant protein 258.9 9 13.9
67 QI9UKT9-3 Isoform 3 of Zinc finger protein Aiolos 256.6 11 434
68 | AOAOC4DH38 Immunoglobulin heavy variable 5-51 255.7 2 26.5
69 B4E107 Arginyl-tRNA--protein transferase 1 255.6 8 39.1
70 E2GJH9 MHC class I antigen 251.1 1 359
71 L7SJGO Cytochrome c oxidase subunit 3 250.7 1 24.9
Voltage-gated inwardly rectifying
2 QOH252 potassium channel KCNH6 250.6 7 175
IGH c4014_heavy_IGHV3-15_IGHD2-
73 | AOA7S5C5X9 15 IGHJ3 247.5 2 31.0
74 | Q9UKT9-11 Isoform 11 of Zinc finger protein Aiolos 244.0 6 45.0
75 QSNDV7 Trinucleotide repeat-cpntammg gene 6A 239 4 2 276
protein
76 HOYMW?2 A-kinase anchoring protein 13 234.3 20 20.5
77 015360 Fanconi anemia group A protein 234.1 15 28.2
3 QIY608 Leucine-rich repeat ﬂlghtless-1nteract1ng 233.6 10 8.2
protein 2
79 QIY6XI Stress-associated end.oplasmlc reticulum 2326 1 470
protein 1
80 | AOA2US8J8D9 Ig heavy chain variable region 230.7 1 39.6
3 Q14721 Potassium voltage-gated channel subfamily 230.1 9 19.0
B member 1
82 | AOAI40T930 Major histocompatibility complex_ class I_ 2299 1 14.9
83| HOYAH3 Polypeptide N- 2288 8 19.9
acetylgalactosaminyltransferase
84 060637-3 Isoform 3 of Tetraspanin-3 228.3 4 37.6
85 | AOASC2GREO IG ¢1090_heavy_IGHV3-30_IGHDS- 2236 1 347

5_IGHJ6
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86 P55196 Afadin 219.9 18 22.9
cDNA FLJ52876_ moderately similar to
87 B4DZ24 Homo sapiens conserved nuclear protein 219.7 4 35.6
NHN1 (NHN1)_ mRNA
88 P55196-2 Isoform 1 of Afadin 218.6 21 24.6
89 | AOASVSTQ33 Conserved ollgomer}c Golgi complex 2164 > 18.8
subunit 4
90 Q5SWAI Protein phosphatasleS}Bregulatory subunit 2105 11 321
91 P06310 Immunoglobulin kappa variable 2-30 205.4 4 78.3
92 060374 WUGSC:H_DJ1086D14.1 protein 204.1 6 24.9
cDNA FLJ77111_ highly similar to Homo
93 A8KA4T7 sapiens microtubule-associated protein 1A 203.3 13 18.8
(MAP1A)_ mRNA
o4 QIUKV3 Apoptotic chrqmatm condensation inducer 2032 13 270
in the nucleus
cDNA_ FLJ93894_ highly similar to Homo
95 B2R8GY sapiens chemokine (C-C motif) receptor 9 203.1 7 51.5
(CCRY)_ transcript variant A_ mRNA
96 015392-6 Isoform 6 of Ba.culowral.IAP repeat- 199.6 > 526
containing protein 5
97 | AOA3QSATES Protein arginine .N—met.hyltransferase 1 1993 4 193
transcript variant 24
08 Q14114 Low-density hpoprot.eln receptor-related 199.0 15 295
protein 8
99 015068 Guanine nucleotide exchange factor DBS 198.2 9 17.2
IGH c206_heavy_IGHV1-69_IGHD3-
100 | AOA7S5BXV5S 25 1GHI6 196.3 4 67.7
Ig-like V-type domain-containing protein
101 A6NFUO FAMIS7A 195.8 5 28.8
102 Q8NFM7 Interleukin-17 receptor D 194.3 9 30.7
103 Q5JQCY A-kinase anchor protein 4 191.9 8 16.7
104 Q5VWP3 Muscular LMNA-interacting protein 190.3 9 25.5
105 KOA7K7 TNF receptor-associated protein 1 189.3 10 32.0
cDNA FLJ54686_ highly similar to Homo
106 B7Z3A3 sapiens Rho GTPase activating protein 21 189.2 14 18.3
(ARHGAP21)_ mRNA
107 QI9NVH2 Integrator complex subunit 7 189.0 7 16.8
cDNA FLJ55339_ highly similar to Homo
108 B4DM37 sapiens Rho GTPase activating protein 21 183.9 11 232
(ARHGAP21)_ mRNA
109 | AOAOAOMQXS5 Contactin-5 183.2 7 17.0
110 P46736 Lys-63-specific deubiquitinase BRCC36 183.0 6 38.3
111 | AOA2XO0SFX5 ARHGEF16 182.1 9 333
112 B4DYP8 c¢DNA FLJ61479 181.4 1 14.4
113 Q8TDI1 Melanoma-associated antigen C3 179.5 12 42.0
114 Q14687 Genetic suppressor element 1 179.5 22 20.8
115 Q147U1 Zinc finger protein 846 177.8 3 15.8
116 F8VVM2 Solute carrier family 25 member 3 177.5 429
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117 | AOA2R8Y793 Actin beta 177.3 5 27.5
18| AOASC2GQR2 | 1O 0239—heavly0—_IIGGIf{‘J/j'33—IGHD3 - 176.6 2 30.4
119 060229-2 Isoform 2 of Kalirin 174.2 11 13.1
120 G3V3B0 Apoptotic chromatin 1condensation inducer 174.1 7 241
121 | AOA994J3M8 Dynamin-1-like protein 173.4 8 22.1
122 Q14999 Cullin-7 173.0 17 22.7
123 | AOA7I2V2K3 Cathepsin F 170.4 6 27.1
cDNA FLJ60139_ highly similar to Homo
124 B4DRS4 sapiens HIV TAT specific factor 1 169.5 24 48.8
(HTATSF1)_ mRNA
125 015063 Granule associateerRtaeci:nallld RHOG effector 164.1 16 295
126 Q5T200 Zinc finger Circ()lje;drloir;ain-containing 164.0 3 18.8
127| AOAS5S90UKS3 LDL receptor related protein 8 162.7 10 26.6
128 A2NOT4 VH6DJ protein 161.5 1 25.3
129 F6IRS50 MHC class I antigen 161.0 5 36.8
130 QO6PILS IGK @ protein 161.0 1 16.1
131 Q9P232 Contactin-3 159.1 12 29.0
12| QUS| o n domain-contming proein2 | 1990 | 8 21
133 HOY613 Gsel coiled-coil protein 158.4 19 18.9
134| A0A994J4U5 Centrosomal protein 43 154.4 3 32.2
135 A2VDIJO Transmembrane protein 131-like 153.9 19 334
136 P08962-3 Isoform 3 of CD63 antigen 153.6 3 17.9
137 Q9Y2P9 Retinol dehydrogenase homolog 153.3 1 21.1
138 Q8NOIF8 Zinc finger protein 454 153.0 5 243
139 075051-2 Isoform 2 of Plexin-A2 152.7 7 344
140 Q96SR6 Zinc finger protein 382 152.7 9 25.3
Vesicle transport through interaction with t-
141|  Q96AJ9 SI}I’ REs hofn olog 1A 1513 5 40.6
142 Q86X10 Ral GTPase-activating protein subunit beta 151.2 15 23.6
143 H3BR52 Cytochrome b-245 light chain 150.3 2 44.5
144 E9PCXS Tensin 3 150.1 10 17.7
145 QSNBR6 Ubiquitin carbl\(j[);ﬁll-)t;rfrznnal hydrolase 148.1 5 208
146 | AOAO87TWV25 Centrosomal protein 43 147.9 5 322
147 QI9HIG7 Protein argonaute-3 147.9 10 30.8
148| A0A7SsBZR1 | 1GHcl 162—“?2{;&%12’5 >1_IGHDS 147.4 4 41.1
149 Q9P241 Phospholipid-transporting ATPase VD 146.8 17 21.8
150 P49796 Regulator of G-protein signaling 3 143.6 20 31.6
151 B4DHAS8 CUGBP Elav-like family member 4 143.4 7 16.5
152 AOAIB5SBAO3 KIR2DL1 142.7 2 25.3
A disintegrin and metalloproteinase with
153 QOUPT9 thgrombospondin rflotifs 8 1362 1 342
154 P17021 Zinc finger protein 17 135.7 10 254
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Glycerol-3-phosphate dehydrogenase

155| AOA024R138 [NAD(+)] 133.7 4 23.8
OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=NLRP11
156 P59045 PE=1 SV=2 133.6 9 21.3
cDNA FLJ43069 fis_ clone
157 B3KWGS BRTHA3009037_ highly similar to 131.5 20 31.0
Regulator of G-protein signaling 3
158 QUBXR3 Endogenous retrovirus group K member 6 130.9 11 17.4
Pol protein
159 QIONXL6 SID1 transmembrane family member 1 125.8 9 31.7
160 QI9UEE9 Craniofacial development protein 1 124.1 6 41.5
161 QIWIRS Endogenous retrovirus group K member 19 120.2 16 250
Pol protein
162 07541025 Isoform 5 Qf Trangfqrmmg agldlc coiled- 116.5 7 371
coil-containing protein 1
163 Q8N1W1 Rho guanine nucleotide exchange factor 28 115.0 21 28.9
Ras GTPase-activating-like protein
164 P46940 IQGAPI 114.5 19 26.8
165 QocCocC2 182 kDa tankyrase-1-binding protein 114.1 18 243
166 QO96F07 Cytoplasmic FMR1-interacting protein 2 111.2 13 18.6
167 Q14832 Metabotropic glutamate receptor 3 110.5 7 16.2
168 Q92824 Proprotein convertasg subtilisin/kexin type 109.3 37 447
169 P24821 Tenascin 108.5 25 25.3
170 P29375 Lysine-specific demethylase SA 107.5 29 29.9
171 QINQWS8 Cyclic nucleotide-gated channel beta-3 107.0 13 324
172 Q4LE39 AT-rich mteractlve.domaln-contammg 105.8 1 8.7
protein 4B
173 A8K5U1 Metabotropic glutamate receptor 3 105.4 6 16.2
174 Q16670 Zinc finger and SCAN domain-containing 102.4 11 337
protein 26
175 Q13219 Pappalysin-1 102.4 22 34.1
176 P61244 Protein max 100.3 4 41.9
177 | AOA7U3K2D1 MHC class I antigen 100.2 5 24.1
178 QSTET4 Neutral alpha-glucosidase C 100.0 10 18.8
179 Q8N4C6 Ninein 99.8 29 24.0
180 Q06455 Protein CBFA2T1 98.4 5 19.2
cDNA FLJ56954 _ highly similar to Inter-
181 B7Z2539 alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1 982 8 288
182 QS8NEO1 Metal transporter CNNM3 97.7 8 16.5
RING-type E3 ubiquitin transferase
183 | AOA9Y1QQ02 BRCAI 94.8 9 31.8
184 060260 E3 ubiquitin-protein ligase parkin 93.7 7 27.1
185 E7ENB7 Breast cancer type 1 susceptibility protein 91.5 14 14.2
186 P04066 Tissue alpha-L-fucosidase 90.6 3 22.7
187 Q5VTTS Myomesin-3 817.5 12 221
188 QI9BY66 Lysine-specific demethylase 5D 84.6 16 20.7
189 QO9HS8H2 ATP-dependent DNA helicase DDX31 83.7 17 26.3
190 B4E2MO cDNA FLJ55443_ highly similar to Ras 835 10 18.1

GTPase-activating-like protein IQGAP1
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191 QINQX3 Gephyrin 83.3 12 31.7
192 Q59E93 Aminopeptidase 79.8 6 18.1
193 094823 Phospholipid-transporting ATPase VB 79.5 19 32.2
194 P42356 Phosphatidylinositol 4-kinase alpha 78.1 21 224
195 P08581 Hepatocyte growth factor receptor 77.8 14 25.9
196 PODPF3 NBPF family member NBPF9 75.5 15 31.3
197 Q15047 H1st0ne-1ysm§ ]é\lj:g]egtlllyltransferase 749 15 18.0
198 Q8WUT4 Leucine-rich repeat neuronal protein 4 73.6 4 16.8
199 Q96MT7 Cilia- and flagella-associated protein 44 73.0 19 17.0
200 P02751-10 Isoform 10 of Fibronectin 72.6 15 20.2
201 Q8TDY2 RB1-inducible coiled-coil protein 1 70.9 23 26.0
202 Q86YA3 5'-3' DNA helicase ZGRF1 69.1 24 21.9
203 060312 Phospholipid-transporting ATPase VA 67.8 18.5
204 P17022 Zinc finger protein 18 65.2 23.9
205 Q641Q2 WASH complex subunit 2A 65.1 15 19.4
206 Q8TDM6 Disks large homolog 5 64.0 18 20.2
207 Q5TAX3 Terminal uridylyltransferase 4 62.3 17 20.3
208 Q8N163 Cell cycle and apoptosis regulator protein 2 61.9 10 20.0
209 Q9P202 Whirlin 59.6 10 27.5
210 Q5VZ89 DENN domain-containing protein 4C 59.6 23 24.0
211 Q14766 Latent-tranijzr;jﬂt;gpg:;gﬁhl factor beta- 573 27 33.9
212 Q9P2D0 Inhibitor of Bruton tyrosine kinase 49.3 14 16.1
213 Q99758 Phospholipid-transporting ATPase ABCA3 48.7 17 20.0
214 Q92608 Dedicator of cytokinesis protein 2 48.3 25 232
215 QINQX4 Unconventional myosin-Vc 46.6 24 24.3
216|  QONRL2 B“’m(’doéfjg;;d;) if)‘i:lt;‘i e finger 46.1 18 25.3
217 | AOAOAOMQR4 Capicua transcriptional repressor 35.2 8 9.5
218 | AOA2R8YCIJS5 Small integral membrane protein 41 435.8 2 35.5
219 P48509 CDI151 antigen 435 10 5.7
220 Q70IA6 MOB kinase activator 2 423.0 9 65.4
1 060812 Heterogeneous n(uflliel?; iibonucleoprotein 3857 3 19.1
222 Q8NGY4 Olfactory receptor 11H1 382.1 4 334
223 P08247 Synaptophysin 382.0 7 59.4
224 P62079 Tetraspanin-5 343.8 16 89.9
225 B4DG22 non-specific serine/threonine protein kinase 17.4 5 12.7
3D Calu-1 HYPOXIA
I
Identified Proteins at 72 hours
Accession Protein name PLGS Score | Peptides | Coverage (%)
1 MOQYI4 Zinc finger protein 730 1760.5 1 62.2
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IGH ¢1280_heavy_IGHV1-46_IGHD?2-

2 | AOA7S5COW9 2 IGHI4 1358.9 2 62.7
3 | AOAIBOGVCA Cdc42 guanine nucle;)tlde exchange factor 1198.7 6 3.6
4 | AOA0S2Z614 M1n1-chromos9m§ maintenance complex- 973.6 4 615
binding protein
5 HOYLF1 DDB1 and CUL4 associated factor 11 818.2 1 100.0
IG c461_heavy_IGHV1-2_IGHD4-
6 | AOA5SC2GS37 4 IGHJ6 756.3 3 63.6
IG c165_heavy_IGHV4-61_IGHD1-
7 | AOASC2GKT7 26 IGHJ4 673.6 1 33.1
8 | 076074 cGMP-specific 3'_3"cyclic 669.6 15 298
phosphodiesterase
cDNA_ FLJ93678_ highly similar to Homo
9 B2R779 sapiens surfactant_ pulmonary-associated 665.4 3 49.2
protein A2 (SFTPA2)_ mRNA
10 QI96NG8 Zinc finger protein 582 645.5 7 24.0
11 P15941-11 Isoform Y-LSP of Mucin-1 633.3 5 46.2
12 Q00341 Vigilin 539.6 26 324
13 QIUI25 Putative uncharacterized protein PRO0461 514.2 3 71.4
IGH c1718_heavy_IGHV4-34_IGHDS5-
14 | AOA7S5C042 12 IGHJ5 512.8 2 48.0
15 Q9HCM9 E3 ubiquitin-protein ligase TRIM39 502.7 6 19.9
16 QouJU3 Zinc finger protein 112 498.0 8 12.2
IGH c3408_heavy_IGHV1-2_IGHD2-
17 | AOA7SSEYM4 8 IGHJ4 478.8 2 49.6
18 Q9Y487 V-type proton ATPase 116 kDa subunit a 2 444.0 17 38.8
IGH c512_heavy_IGHV1-69_IGHD3-
19 | AOA7SSEV37 22 1GHJ3 441.6 3 53.2
20 | AOAOJOYW37 Microtubule associated protein 4 440.0 3 69.3
21 | AOA5C2GH48 | IGH + IGL ¢511_light_IGLV3-1_IGLJ2 433.5 2 40.2
22 Q14585 Zinc finger protein 345 432.6 6 16.4
cDNA FLJ58353_ moderately similar to
23 B4E172 Protein EMSY 430.4 14 34.8
o E9PNS4 Cleavage and polygdenylahpn—spemﬁc 426.0 3 392
factor 3-like protein
25 | AOA5C2GMI9 IG ¢c617_light_IGLV1-51_IGLIJ2 4259 1 35.5
2% P82970 High mobllle group n}lcleosorr}e—blndlng 4230 12 316
domain-containing protein 5
IGH c2037_heavy_IGHV1-24_IGHD1-
27 | AOA7S5C196 26, IGHJ4 401.5 3 78.3
28 Q774Q2 HEAT repeat-containing protein 3 401.2 19 50.4
29 Q5TIC6 Acyl-coenzyme A thioesterase THEM4 3934 5 45.8
30 | AOASC2GU20 IG c1012_light IGLV1-51_IGLJ3 387.6 1 35.5
IG c764_heavy_IGHV4-39_IGHD7-
31 | AOASC2GFS9 77 IGHJ4 386.9 2 54.2
32 Q5JWDI1 GNAS complex locus 377.7 3 74.7
13 Q71H6! Immunoglobulin-like domain-containing 358 .4 5 205
receptor 2
34 QI9UKS7-4 Isoform 4 of Zinc finger protein Helios 352.9 7 36.9
35 Q13422 DNA-binding protein Ikaros 348.1 10 44.5
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36 094964 Microtubule cross-linking factor 2 347.2 21 234
37 J3QLT6 Nuclear prelamin A recognition factor 345.7 2 53.5
18 Q022182 Isoform 2 of 2-oxoglutarate dehydrogenase 3449 12 277
complex component E1
39 MOQXPO Myosin IXB 342.7 1 23.1
40 | AOAO075C9BO ATP synthase subunit a 332.1 4 58.4
IG c1275_heavy_IGHV1-69_IGHD2-
41 | AOASC2GQW6 2 IGHJ3 320.5 1 44.8
42 Q2XQU9 FHL?2 isoform 5 320.3 9 45.8
43 H7C3J9 GRB?2 associated binding protein 3 313.5 1 21.3
44 QINQW1 Protein transport protein Sec31B 3134 13 26.0
Rapamycin-insensitive companion of
45 Q6R327 mTOR 306.0 18 19.2
46 BINUG66 ATP synthase subunit a 300.0 5 81.4
47 | AOA6QSPFJ4 Mitofusin 2 300.0 5 11.4
48 | AOA7TOLNZ! | Immunglobulin heavy chain variable region 298.8 1 339
49 | AOAO6SBFWS Truncated bregsF gnd ovarian cancer 294 8 > 577
susceptibility protein 2
50 QUPOK1 Disintegrin and mfatalloproFelnase domain- 294 4 14 249
containing protein 22
51 QU69J3-2 Isoform 2 of BLOC-.I-related complex 2905 3 216
subunit 5
5 QU6TT6 MMS 19 nucleotide excision repair protein 788 4 3 21 4
homolog
53 HO0Y9Z6 Slit guidance ligand 2 282.5 3 54.1
54 | AOAOC4DFMS Myotilin 280.3 2 12.9
55 QSSYE7 NHS-like protein 1 276.2 10 15.3
cDNA FLJ44342 fis_ clone
56 Q6ZTQ9 TRACH3005294 272.7 1 26.2
57 | AOATSSEY09 IGH c2433_heavy_IGHV1-46_IGHD2- 268 4 3 633
8_IGHIJS5
58 QIONVM9 Integrator complex subunit 13 267.4 7 20.0
59 Q8WWL7 G2/mitotic-specific cyclin-B3 262.3 25 28.5
60 Q64GAS8 Interferon regulatory factor 5 variant 9 261.8 2 31.2
Ubiquinone biosynthesis monooxygenase
61 Q9Y279 COQ6._ mitochondrial 259.8 6 30.3
Rho guanine nucleotide exchange factor
62 Q8IVFS5 TIAM? 259.2 20 233
63 P29375 Lysine-specific demethylase SA 257.3 25 26.5
IG c106_heavy_IGHV1-18_IGHD3-
64 | AOASC2GHR2 3 IGHJ4 256.9 2 36.7
65 P08684 Cytochrome P450 3A4 256.4 6 32.0
cDNA FLJ50105_ highly similar to
66 B4DVX3 Jumonji/ARID domain-containing protein 250.8 8 25.5
1A
67 QI9UBS8 E3 ubiquitin-protein ligase RNF14 248.6 8 36.9
IGH ¢2545_heavy_IGHV1-69_IGHD6-
68 | AOA7S5C5Z7 13 IGHJ6 247.8 1 31.5
69 P08962-2 Isoform 2 of CD63 antigen 246.1 1 20.0
70 G9BAV9 Lens epithelium-derived protein 244.7 15 18.4
71 P35498 Sodium channel protein type 1 subunit 2437 19 203

alpha
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Regulating synaptic membrane exocytosis

72 Q86URS protein 1 242.1 18 20.0
73 | AOA5SC2GKX6 IG c266_light_IGLV3-25_IGLJ3 242.0 2 67.6
74 | AOASVSTNH7 NLR family pyrin domain containing 1 242.0 13 20.6
75 | A0A7s5CsN3 | 1GH °2395—he?;§g£’{1§g” 69_IGHD4 237.6 2 39.7
76 | A0A7SsC1z7 | 1GH 23 97—“;2’1—(1}%1]{1\’ 1-8_IGHDS- 237.6 3 71.3
77 | AoA7ssca03 | 16H 03402—1“322}&}}13 15_IGHDS 237.1 1 2522
78 Q969W1 Palmitoyltransferase ZDHHC16 236.7 7 37.1
79 P26010 Integrin beta-7 235.3 8 23.6
80 QINPR9 Protein GPR108 235.2 9 32.0
81 P24821 Tenascin 234.2 25 26.3
82 | AOAO68BFV4 Tr““Ca;ﬁig;?;ﬁi‘;dp‘r’gfgﬁ caneer 234.0 1 30.4
83 Q9UBW7 Zinc finger MYM-type protein 2 231.7 17 253
84 E9PC84 Tenascin C 2314 19 23.7
85 | A0A7SSCsM4 | 1GH C2380—he%§g1}{133 15_IGHD3 230.8 3 42.0
86 QI9HD67 Unconventional myosin-X 230.0 14 12.7
87 Q8N755 Solute carrier family 66 member 3 227.5 5 47.5
88 QONTJ5 Phosphatidylinositol-3-phosphatase SAC1 225.1 7 21.8
89 Q14966 Zinc finger protein 638 224.8 19 16.6
90 P35580 Myosin-10 223.9 22 19.6
91 Q76L83 Putative Polycomb group protein ASXL2 221.6 13 15.9
0 Q14152 Eukaryotic transslllatl)tlil(r)lliltigitiation factor 3 221.4 23 16.1
03 Q99250 Sodium channel Elrlg)ttlzm type 2 subunit 218.0 20 229
94 | AOAOC4DFP8 Meckelin 217.8 11 25.0
95 Q57790 Uncharacterized protein NP220 216.1 11 243
96 | AOA1G4P1K8 MHC class I antigen 215.9 1 16.0
97 | AOA6GM5CDG2 Tetraspanin 214.7 3 344
98 Q15468 SCL-interrupting locus protein 214.7 13 21.0
99 A21827 NF-kappaB repressing factor 214.2 1 39.1
100 QI9Y3R0 Glutamate receptor-interacting protein 1 2134 6 134
101|  Q8NA3I Telomeﬁ;ﬁgg‘gﬁggf;;glbouq“et 210.3 7 21.6
102 075151 Lysine-specific demethylase PHF2 209.1 6 15.1
103 P31689 Dnal homolog subfamily A member 1 208.2 9 34.8
104 Q93074 Medt‘fatr‘:;ccr’fplzljfsﬁﬁhﬁe{ 5 I 206.4 18 16.1
105 | AOAOS7TWUMS GLI pathogenesis related 2 206.1 1 37.5
106 Q92526 T-complex protein 1 subunit zeta-2 205.7 10 39.1
107| 075078 D‘Smteg“nciﬁfﬁfﬁ??ﬁ)ﬂ‘;ﬁ?ﬂss domain- 204.8 10 31.7
108 P01706 Immunoglobulin lambda variable 2-11 202.4 2 21.8
109 014802 DNA-directed RNA polymerase III subunit 201.8 27 323

RPCl1
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Sodium channel protein type 5 subunit

110 Q14524 201.7 22 20.9
alpha
111 C9JZZ1 Rabenosyn_ RAB effector 200.3 2 42.0
IG c1113_heavy_IGHV1-18_IGHD2-
112 | AOASC2GEZS5 15 IGHJ3 200.0 2 35.2
113 QIY2HS Pleckstrin homology domain-containing 199.6 13 277
family A member 6
114 | AO0A3S6RI5S1 MHC class I antigen 199.3 5 25.1
cDNA_ FLJ94450_ highly similar to Homo
115 B2RI9L6 sapiens cyclin-dependent kinase 9 (CDC2- 197.8 3 19.4
related kinase) (CDK9)_ mRNA
IG c848_heavy IGHVI1-2_IGHD2-
116 | AOASC2GD70 15 IGHJ4 196.1 3 77.4
117 QI9Y3V7 Uncharacterized protein DKFZp586A1519 195.2 10 44.8
18| AOASISKQV3 Bridge-like lipid transfer protein family 194.8 12 15.7
member 1
119 QO8AES Protein spire homolog 1 194.7 8 26.1
120| Q86URS5-10 Isoform 10 ot fgFlating SERPPLic 194.2 1 30.7
membrane exocytosis protein 1
121 Q93075 Putative deoxyribonuclease TATDN2 193.4 16 34.7
122 | AOASISKQO02 SET binding factor 2 191.0 17 19.6
123| Q8NGI11-3 Isoform 3 of Tetraspanin-14 189.4 3 27.2
Transient receptor potential cation channel
124 Q8NETS AP amily Vaiotaber 3 189.2 9 22.9
125 QSHYC2 Uncharacterized brorpodomam-contammg 188.8 20 294
protein 10
IGH c3894_heavy_IGHV4-34_IGHD3-
126 | AOA7S5C5P6 9 IGHJ5 188.5 2 53.0
127 | AOASISKTA9 SET binding factor 2 187.2 15 16.9
128 | AOA1C8DTI6 MHC class I antigen 187.0 3 21.0
129 AOA7POTA23 O-phosphoseryl-tRNA(Sec) selenium 186.0 4 212
transferase
130 014544 Suppressor of cytokine signaling 6 186.0 5 17.4
131 Q5TB80 Centrosomal protein of 162 kDa 186.0 7 7.3
132 QI9NRX6 Protein kish-B 185.3 3 44.6
Isoform 3 of Guanine nucleotide-binding
133 P63092-3 protein G(s) subunit alpha isoforms short 184.1 > 398
IGH c¢9_heavy_ IGHV1-18_IGHD3-
134 | AOASC2G4W4 16_IGHJ4 183.5 1 24.6
135 QSTES2 SH3 domain anq t'etratrlcopeptlde repeat- 1832 10 16.0
containing protein 1
IGH ¢3188_heavy_IGHV1-69_IGHD3-
136 | AOA7S5C2U6 2 1GHJ 182.8 2 19.5
137 PO1876 Immunoglobulin heavy constant alpha 1 182.0 5 26.6
138 000159 Unconventional myosin-Ic 180.4 10 16.4
139 P55201 Peregrin 179.6 13 21.5
140 Q8WYA6 Beta-catenin-like protein 1 177.6 6 21.5
IGH ¢3287_heavy_IGHV1-2_IGHD6-
141 | AOA7SSEXHI 19 IGHJ3 177.4 3 50.0
142 P27816 Microtubule-associated protein 4 177.3 12 22.5
143 AOATSSEYE6 IGH ¢3704_heavy_IGHV1-18_IGHD3- 1772 5 80.2
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144 E9PK68 Serine/threonine-protein phosphatase 176.9 1 16.3
IGH ¢570_heavy_IGHV4-39_IGHD3-
145 AOA7SS5EU92 10_IGHJ5 173.9 1 36.1
146 | AOASH2UUW3 MHC class I antigen 173.6 3 24.7
147 AQJP26 POTE ankyrin domain family member B3 173.5 9 222
IG c155_heavy_IGHV3-15_IGHD3-
148 | AOAS5C2GGI6 72 IGHJ4 173.2 3 30.5
149 QUHBZ2 Aryl hydrocarbon receptor nuclear 1727 7 14.9
translocator 2
150 QOD2I6 Fasciculation and elopgatlon protein zeta 2 1713 > 15.6
(Zygin 1)
151 P02768 Albumin 170.2 10 23.8
152 Q14008 Cytoskeleton-associated protein 5 169.9 26 19.7
IG c147_heavy_IGHV4-39_IGHD6-
153 | AOASC2GGV1 6_IGHJ4 169.2 4 69.8
154 AOA7S5CAH2 IGH c1750_heavy_IGHV3-49_IGHD3- 167.9 3 323
9_IGHJ6
IGH + IGL c641_heavy_IGHV1-
155 | AOA5SC2GBR1 69 IGHD6-19_IGHJ6 167.8 2 51.6
156 P11464 Pregnancy-specific beta-1-glycoprotein 1 166.8 6 25.8
cDNA FLJ61154_ highly similar to
157 BADER2 Replication protein A 32 kDa subunit Jos.5 2 273
158 | AOA096LNL9 Transcriptional regulator ATRX 163.9 20 20.4
159 Q5SSKO MFSD2 lysolipid trar.lsporter A_ 162.7 1 226
lysophospholipid
160 ASMYU2 Potassium channel subfamily U member 1 162.3 15 26.5
161 QINZL6 Ral guanine nucleothe dissociation 160.5 1 23.6
stimulator-like 1
162 B2ZCW9 MHC class I antigen 160.4 1 34.8
163 QUBYX4 Interferon-lndu.ct'ad hehcas.e C domain- 160.2 16 31.0
containing protein 1
IGH ¢3383_heavy_IGHV1-2_IGHD6-
164 | AOA7S5C375 19 IGHJ3 159.0 2 34.6
165 QIP2I0 Cleavage and polyadenyl‘anon specificity 158.8 3 206
factor subunit 2
166 Q9UHB7 AF4/FMR?2 family member 4 158.6 12 224
167 095631 Netrin-1 158.2 9 29.8
168 P98095 Fibulin-2 156.0 12 30.5
169 P15621 Zinc finger protein 44 155.7 10 27.1
170 QI9HS582 Zinc finger protein 644 154.7 9 10.2
171 P55268 Laminin subunit beta-2 154.5 19 28.7
172 Q9COCY (E3-independent) E2 ubiquitin-conjugating 1543 15 279
enzyme
173 P28799 Progranulin 1534 5 20.1
174 P15622 Zinc finger protein 250 1514 10 38.9
IG c63_heavy_IGHV4-39_IGHD7-
175 | AOASC2GMI8 27 IGHJ4 150.7 2 57.7
176 Q14190 Single-minded homolog 2 150.2 4 18.9
177 Q8Ng41 Tubulin polyglutamylase TTLL6 150.0 7 13.9
178 Q5SXM2 snRNA-activating protein complex subunit 1496 19 24.9
179 P43005 Excitatory amino acid transporter 3 147.8 7 24.0
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180 HOR171 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 4 147.5 1 94
181 Q08945 FACT complex subunit SSRP1 146.9 10 26.9
182 Q8IYDS8 Fanconi anemia group M protein 144.2 21 24.1
183 HOYJS3 FA complementation group M 143.7 19 225
184 | AOA7TOLNKY | Immunglobulin heavy chain variable region 142.7 2 17.6
185 Q8TC59 Piwi-like protein 2 142.5 8 17.9
186 H3BUUS Spl transcription factor 142.3 2 40.1
187 Q86UU1 Pleckstrin homol;)ﬁz;ll)i;eldomain family B 1423 11 15.9
188 Pl6499 phosphodicserss subanit lpha e
189 060343 TBC1 domain family member 4 142.1 12 23.0
190 A6NNKS Tumor protein p53 binding protein 1 141.7 14 15.9
191 | AOA3SS8PMP8 | NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5 141.5 2 13.4
192 AOA142DV49 Killer-cell immung)glli);)ulin-like receptor 141.4 3 254
193 Q9BXMO Periaxin 140.7 10 16.8
194 A17593 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 2 139.4 2 12.1
195| AOAO0S4T3YS MHC class I antigen 139.2 2 10.1
196 P52739 Zinc finger protein 131 138.8 8 25.8
197 | AOA5SH2UZ78 MHC class I antigen 138.8 3 19.1
198 D6RBU3 Ring finger protein 14 138.1 4 39.5
199 | AOASC2G7N9 IGL c478_light_IGLV2-11_IGLJ3 137.8 3 57.3
200 Q8NI35 InaD-like protein 135.9 18 21.4
201 Q53RD9 Fibulin-7 135.1 6 344
202 | AOA024R6A3 Presenilin 133.6 5 29.3
203| Q14678 KN mo“i gg?afrﬁgrgggiaf domain- 132.4 13 25
204 Q8WZ74 Cortactin-binding protein 2 1321 18 20.5
as| oo | SwdmeCobtume Dbl |y | 1| s
206 Q86UDS5S Sodium/hydrogen exchanger 9B2 129.2 10 39.9
207 HOY9PO Small ribosomal subunit protein RACK1 128.3 1 349
208 | AOASC2HO0X4 IG ¢586_light_IGLV3-25_IGLIJ2 127.7 1 26.6
209| Q7Z3K6-2 Isoform 2 ‘;Zsl;)d:s;’:;rrﬁ:fgcmn carly 127.2 8 35.9
210 A2RUU9 PCM1 protein 127.0 21 224
211 QI9BZQ8 Protein Niban 1 126.6 6 16.6
212 043897 Tolloid-like protein 1 126.5 14 27.8
213 | AOA223PYFO MHC class I antigen 1254 4 26.0
)14 BADNH4 cDNA FLJ57401?k_ehli§(k)1t1;§imi]ar to Delta- 124.8 4 5.8
215 | AOA804HIYO Actinin alpha 1 124.3 2 30.3
216 Q69YHS5 Cell division cycle-associated protein 2 122.6 11 20.0
217 Q00987-4 Isoform Mdm%i—gBaS(;fl\l;ZIZ;I;iquitin—protein 1225 ) 22.0
218 Q96PC5 Melanoma inhibitory activity protein 2 122.2 12 154
219 Q15154 Pericentriolar material 1 protein 121.0 23 22.1
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Isoform 2 of Mini-chromosome

2201 QOBTE3-2 maintenance complex-binding protein 120.8 6 300
2211 Q9UJW8-3 Isoform 3 of Zinc finger protein 180 120.7 10 32.1
222 P82279 Protein crumbs homolog 1 120.1 16 26.7
IGH ¢2258_heavy IGHV1-69_IGHDS-
223 | AOA7S5CI130 18 IGHJ4 119.1 1 41.7
224 Q9C093 Sperm flagellar protein 2 118.4 14 14.6
225 | AOA4P8D7G4 MHC class I antigen 117.8 2 17.0
226 QI9Y2K7 Lysine-specific demethylase 2A 117.2 19 274
227 075521 Enoyl-CoA delta isomerase 2 116.9 6 31.5
228 QS8IZF5 Adhesion G-protein coupled receptor F3 116.7 5 15.5
29 E9PRS6 Low density hppprotem receptor class A 116.4 6 510
domain containing 3
230 QONWH9 SAFB-like transcription modulator 116.1 9 16.2
231 Q9P2D6 Protein FAM135A 115.7 21 29.0
IG c302_heavy_IGHV1-18_IGHD3-
232| AOAS5C2GIF3 10_IGHJ5 115.7 3 46.7
233 Q92618 Zinc finger protein 516 115.2 11 26.6
234 | AOAOJ9YWS0 Myosin XVB 114.4 9 15.7
235| QONRE2-2 Isoform 2 of Teashirt homolog 2 113.2 17 30.7
236 075094 Slit homolog 3 protein 112.6 22 32.8
237 E9LY39 MHC class I antigen 111.6 1 13.3
238 BAE268 cDNA FLJ61542_. highly similar to 1114 7 453
Myosin-5C
239 060674 Tyrosine-protein kinase JAK2 110.5 16 24.7
240 Q86YA3 5'-3' DNA helicase ZGRF1 110.4 17 18.9
241 Q96JM2-2 Isoform 2 of Zinc finger protein 462 109.8 19 213
Bifunctional arginine demethylase and
242 | AOA0S2PZM4 lysyl-hydroxylase JMID6 109.2 6 33.8
243 QOH6T3 RNA polymerase II-associated protein 3 108.8 7 24.1
a4 Q14865 AT-rich mteractlve.domam—contammg 108.6 3 15.6
protein 5B
25| A0A9941563 Transient receptqr potential cation channel 108.1 1 116
subfamily M member 3
IGH ¢304_heavy__IGHV3-30_IGHD3-
246 | AOA5C2GS8P9 16_IGHJ1 108.0 2 30.4
247 F8vUWwW4 Plexin C1 107.9 4 67.0
248 QoUI33 Sodium channel irl(r))the;n type 11 subunit 107.9 25 303
249 B4DH28 Sodium channel protein 107.9 7 28.2
250 Q96HIO Sentrin-specific protease 5 106.2 12 242
IGH c61_heavy__IGHV1-3_IGHDI1-
251| AOA5C2GDLI1 26 1GHJ4 105.2 2 33.1
252 QS8IVTS Kinase suppressor of Ras 1 104.9 17 334
cDNA FLJ55581_ highly similar to
253\ BTZAI6 AF4/FMR?2 family member 3 103.8 10 26.9
Eukaryotic peptide chain release factor
254 Q8IYDI GTP-binding subunit ERF3B 103.5 3 12.6
255| A0A7SSC3A8 | 1GH 3112 heavy IGHVI-2_IGHD3- 103.3 3 52.8
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256 Q12888 TP53-binding protein 1 103.3 16 17.0
257 | AOA2R8YDR3 TSC complex subunit 2 102.7 16 18.5
258 Q30171 Lymphocyte antigen 102.5 5 26.1
Isoform 4 of BRCA2-interacting
2591 Q7Z589-4 transcriptional repressor EMSY 102.3 12 233
260 Q6ZWHI1 BRISC and BRCA1-A complex member 2 102.2 2 17.6
261 094991 SLIT and NTRK-like protein 5 100.2 15 33.2
262 QUHSIS-3 Isoform 3 of Piezo-type mechanosensitive 100.0 11 274
ion channel component 2
263 Q5JSZ5 Protein PRRC2B 99.9 18 16.5
264 015054-1 Isoform 1 of Lys1ne6-lsgpec1flc demethylase 996 14 241
IGH c4000_heavy IGHV1-18_IGHD1-
265| AO0A7S5C776 26, IGHJ4 99.6 2 39.3
266| A0AdoacoFr |  ALMSI centrosome and basal body 99.5 13 26.9
associated protein
267 QIONVE8 Integrator complex subunit 9 99.4 6 14.6
268 Q2V2M9 FH1/FH2 domain-containing protein 3 99.0 21 30.2
269 M0QZQ3 Spectrin beta chain 98.5 32 29.7
270 P18084 Integrin beta-5 96.9 14 44.1
271 QUH254-4 Isoform 4 of Spectrin beta chain_ non- 953 33 277
erythrocytic 4
272 Q5T200 Zinc finger CCCH fiomam-contalmng 95.1 26 13.8
protein 13
273 QoUQ16 Dynamin-3 94.3 8 14.2
274 QINV58 E3 ubiquitin-protein ligase RNF19A 94.3 12 27.2
75 P58397 A disintegrin and met.allopr(.)telnase with 94.0 13 1.1
thrombospondin motifs 12
276 095425-2 Isoform 2 of Supervillin 93.4 20 244
277 Q92824 Proprotein convertasg subtilisin/kexin type 93.4 35 391
278 | AOA6B9VRKS MHC class I antigen 92.9 3 19.3
279 075420 GRB 10-interacting GYF protein 1 92.7 14 249
280|  QOY2K7-4 Isoform 4 of Lysmez—sApemflc demethylase 9.6 14 38,1
)81 QSISG7 Proprotein convertasg subtilisin/kexin type 95 32 384
282 Q8N720-3 Isoform 3 of Zinc finger protein 655 92.3 10 33.8
283 094986 Centrosomal protein of 152 kDa 91.2 21 213
284 P51826 AF4/FMR?2 family member 3 90.2 13 22.8
285 QIBXR3 Endogenous retrovirus group K member 6 89.9 71 411
Pol protein
286 Q14139 Ubiquitin conjugation factor E4 A 88.8 16 26.3
287 P04070 Vitamin K-dependent protein C 88.2 5 39.3
288 | 043497-18 Isoform 17 of Voltage-dependent T-type 873 20 26.0
calcium channel subunit alpha-1G
789 Q6ZUX3 TOG array regulator of e}xonemal 872 13 8.0
microtubules protein 2
290 B2RBIS Zinc finger E-box-binding homeobox 1 87.1 17.6
291 Q5JTVS Torsin-1A-interacting protein 1 86.6 27.1
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Isoform 4 of FH1/FH2 domain-containing

292 Q2V2M9-4 . 86.5 19 26.2
protein 3
203 015016-2 Isoform 2 of Trlpart}te motif-containing 85.0 12 20.9
protein 66
294 095425 Supervillin 84.4 26 24.5
295| AOA6QSPFMO9 Ligand dependent nuclear receptor 834 10 362
corepressor
206 QU6KGT Multiple eplder.mal growth factor-like 819 12 24.9
domains protein 10
297 Q6ZRI6 Uncharacterized protein C150rf39 81.7 11 25.2
208 QINY46 Sodium channel Elr;)lizm type 3 subunit 317 71 259
299 QU5BV3 Echinoderm mlc.rotqbule-assomated 807 16 227
protein-like 5
300 Q92922 SWI/SNF complex subunit SMARCC1 79.8 12 19.8
301 014787 Transportin-2 79.4 9 244
cDNA FLJ57671_ highly similar to
SWI/SNF-related matrix-associated actin-
% B4DYQI dependent regulator of chromatin subfamily 783 10 17.9
C member 1
303 075891 Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate 773 3 216
dehydrogenase
304 Q5TDHO Protein DDI1 homolog 2 77.0 6 33.1
305 QI9BYTS Neurolysin_ mitochondrial 76.8 7 19.3
306 P48995 Short transient receptor potential channel 1 76.7 10 33.2
307 | AOAOAOMSN4 Angiotensin-converting enzyme 76.1 10 19.6
308 Q9HO089 Large subunit GTPase 1 homolog 74.9 10 28.4
300 AGNHRO Str.ucturgl maintenance of c.hliromosom.es 748 23 200
flexible hinge domain-containing protein 1
310 014646 Chromodomam—heh.case—DNA—bmdlng 744 20 217
protein 1
311 QIONW7T5 G patch domain-containing protein 2 74.2 7 18.9
312 QIULVO Unconventional myosin-Vb 73.9 20 20.1
313 075051 Plexin-A2 72.4 18 19.9
314 Q96166 ATP-binding cassette1 iub-famlly C member 799 13 6.8
315 Qococ2 182 kDa tankyrase-1-binding protein 71.6 14 21.5
316 043497-22 Isoform 21 of Voltage-dependent T-type 716 25 29 4
calcium channel subunit alpha-1G
317 B4DR53 Anion exchange protein 71.5 17 323
318 QINWLG Asparagine synthetase.: domain-containing 712 ] 30.6
protein 1
319 Q4V328 GRIP1-associated protein 1 70.3 10 20.2
320 | AOA3F2YNXO0 Protein transport protein sec16 69.2 20 22.1
321| AOA6QSPGRS Ligand dependent nuclear receptor 635 14 43.8
corepressor
322 Q6P1J9 Parafibromin 67.8 6 16.9
323 060522 Tudor domain-containing protein 6 67.7 22 19.5
324| AO0A7I2V411 Cathepsin F 67.7 6 23.9
325 060486 Plexin-C1 66.9 19 23.0
326 Q76FK4 Nucleolar protein 8 66.0 17 20.1
327 | AOA1BOGVLA4 Family with sequence similarity 193 63.8 17 23.7
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member A

Isoform 2 of Sodium channel protein type 3

328 QI9NY46-2 subunit alpha 63.2 14 21.5
329 Q12774 Rho guanine nucleotide exchange factor 5 63.1 17 20.7
130 Q86VMY Zinc finger CCCH ~domam-contalmng 62.7 13 1.8
protein 18
331 P51793 H(+)/CI(-) exchange transporter 4 61.5 10 30.9
332 QIOUHNG6 Cell surface hyaluronidase CEMIP2 60.0 16 23.5
333 Q9Y6U3 Scinderin 59.2 13 344
334 Q3SYG4-4 Isoform 4 of Protein PTHB1 59.1 7 15.5
335 Q9P219 Protein Daple 58.4 25 24.9
336 P12107 Collagen alpha-1(XI) chain 57.8 22 24.1
337 Q6ZT12 E3 ubiquitin-protein ligase UBR3 57.4 14 19.1
338 Q92621 Nuclear pore complex protein Nup205 57.2 22 26.3
339 Q5TAX3 Terminal uridylyltransferase 4 56.8 23 29.1
340 095239 Chromosome-associated kinesin KIF4A 56.7 17 22.6
341 Q8NI1I0 Dedicator of cytokinesis protein 4 55.5 25 22.8
342 QONRS80 Rho guanine nucleotide exchange factor 4 55.4 8 20.1
43 QU6IM4 Leucine-rich r.epeat— and .IQ domain- 551 18 15.4
containing protein 1
344 P20592 Interferon-mduce(livI Gng-bmdlng protein 541 3 245
345 Q7L576 Cytoplasmic FMR1-interacting protein 1 53.9 18 279
346 QSN5QI Golgi-associated 35?3B32 interactor protein 533 7 16.4
347 P12107-3 Isoform C of Collagen alpha-1(XI) chain 53.1 20 20.8
348 QULD4 Bromodomain and PHD finger-containing 531 3 17.7
protein 3
tRNA (32-2'-O)-methyltransferase regulator
349 Q6YHU6 THADA 51.7 17 21.6
350 Q04656 Copper-transporting ATPase 1 4 514 13 17.7
351 P35789 Zinc finger protein 93 51.3 6 16.5
352 P29400 Collagen alpha-5(IV) chain 50.9 14 21.7
Putative ankyrin repeat domain-containing
353 Q4UlJ75 profein 20A4 50.6 9 16.8
354 Q12873 Chromodomam—heh.case—DNA—bmdmg 505 19 229
protein 3
355| AOAOF7G8J1 Plasminogen 50.1 9 18.8
356 094953 Lysine-specific demethylase 4B 49.5 12 17.8
Isoform 3 of Intermembrane lipid transfer
357 Q7Z7G8-3 protein VPS13B 48.3 15 233
358 Q8NDM7 Cilia- and flagella-associated protein 43 45.7 17 16.3
359 | AOA(0S2Z3W3 Beta-hexosaminidase subunit alpha 44.7 4 12.5
360 | AOA9LIPYG2 Plasminogen 40.0 7 31.6
361 Q14028 Cyclic nucleotide-gated channel beta-1 383 11 17.7
362 Q27181 Inverted formin-2 379 8 15.6
363 Q9HCM2 Plexin-A4 O 36.7 18 19.3
Phosphatidylinositol-3_5-bisphosphate 3-
364 Q13615 phosphatase MTMR3 36.4 16 19.4
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365 075976 Carboxypeptidase D 34.2 14 18.2
366 P35749 Myosin-11 33.0 16 13.9
367 015550 Lysine-specific demethylase 6A 25.4 7 13.1
368 A6NJY1 Putative SLC9B1-like protein SLC9B1P1 615.1 11 71.6
360 Q7Z4VS5 Hepatoma-derived growth factor-related 253 10 8.9

protein 2
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