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Ozet

Amag: Yizey gelistirilmis lazer desorpsiyon / iyonizasyon (SELDI) Ugus kiitle spektrometrisi (TOF MS) kullanilarak erken evre meme kanseri
hastalarinda serum proteom profilinde protein markerlar tanimlandu.

Yontem: Serum proteom fraksiyonlarini ayrimlama i¢in metal iyon kromatografi (IMAC30-Cu) kullanild: ve farkl sekilde eksprese olan peptitler
(m / z; p <0.0001), erken evre meme kanserini benin ve saglikli olgulardan ayirmak icin olas1 bir biyolojik belirte¢ olarak kullanildi. Kiitle
spektrumlari, ProteinChip Data Manager yazilimi kullanarak analiz edildi, hasta ve saglikli bireyler arasinda ayrim k-nearest neighbor genetik
algoritmasi ile yapildi. Caligmaya 70 meme kanseri ( 62 invaziv meme karsinomu, 8 duktal karsinoma insitu), 31 benin meme hastasi ve 37 saglikli
birey dahil edildi.

Bulgular: Istatistiksel olarak 42 protein piki olgular ve kontroller arasinda anlamliydi (p<0.05); 10 protein piki hasta ve benin meme hastalarinda
farkli eksprese edilmisti. Bu sonuglar, ti¢ farkli grup arasinda serum protein ifadesindeki farklar oldugunu gostermektedir.

Sonu¢: SELDI-TOF MS ile kan 6rneklerinde profil taramasi, meme kanseri hastalarinn erken tanist igin kullanilabilir ve serum proteom profili
meme kanserli hastalarmn klinik tanisi i¢in potansiyel yeni bir aragtir.

Anahtar Kelimeler: Serum proteomik profil, SELDI-TOF MS, meme kanseri

Abstract

Objective: Surface-enhanced laser desorption/ionization time-of flight mass spectrometry (SELDI-TOF MS) was used to screen serum proteomic
profiling to identify protein markers for early breast cancer patients.

Methods: We used metal ion affinity chromatography (IMAC30-Cu) for serum proteome fractionation technique and identify differentially
expressed peptides (m/z; P < 0.0001) from benign disease and healthy controls as potential biomarkers of early breast cancer. The mass spectra,
analyzed using ProteinChip Data Manager Software, distinguished between patients and healthy individuals based on k-nearest neighbor genetic
algorithm. We collected 70 serum samples from patients with breast cancer (62 invasive breast carcinoma; 8 ductal carcinoma in situ), 31 bening
disease and 37 healthy individuals.

Results: Forty two peaks showed statistically significantly different intensities between cases and controls (P<0.05); 10 protein peaks were
differentially expressed between the patients and benign disease. These results indicate that there are differences in serum protein expression among
the three different groups of patients.

Conclusion: SELDI-TOF MS could be used to screen blood samples for the early detection of breast cancer patients. Serum proteomic profiling by
SELDI-TOF MS is a novel potential tool for the clinical diagnosis of patients with breast carcinoma.

Keywords: serum proteomic profiling, SELDI-TOF MS, Breast carcinoma

Giris

Meme kanseri iilkemizde, diinyada oldugu gibi en sik
goriilen kanserdir (1). Meme kanseri, hiicre ¢ogalmasi ve
genetik kararsizliga yol agan ¢ok sayida molekiiler
degisiklikle daha invaziv (yayilan) ve rezistan (direngli)
Ozellik kazanabilen karmasik bir hastaliktir. Bu
heterojenite molekiiler diizeyde farkli alt gruplar
yaratmakta ve farkli klinik sonuglara, sagaltim
yanitlarina neden olmaktadir. Daha iyi klinik sonuglara
ulasmak tizere c¢alismalar, hastalifin nedeni olan
molekiiler yapilari belirlemeye, hastalik evrelerini,
hastaliga ve kisiye Ozgii farkliliklar1 ortaya koyarak,
hastaligin erken tamisini, sagaltima yaniti ve sagaltim
sonrast niiksleri izleyebilecek kanser belirteclerine ve
yeni sagaltim hedefi olabilecek molekiiler yapilara
odaklanmustir (2). Dinamik hiicresel degisimleri es

zamanli izlemeyi gerekli kilan bu yaklagim, ancak insan
genom analizinin tamamlanmas: siirecinde gelisen
teknoloji ile klinik ¢aligmalara yansimustir.

Genom c¢aligsmalari; hastaliklarin molekiiler temellerini
anlamamizi saglamistir. Ancak, hizla degisen hiicresel
fonksiyonlar ~ proteom  c¢alismalar1  ile  agiklik
kazanmaktadir. Ciinkii ayn1 genom farkli proteom
¢iktilarina neden olabilir (3). Proteom terimi, ilk olarak
1994’te  kullanilmistir ve bir hiicre, doku ya da
organizmanin tim  proteinlerini;  proteomik  ise
proteomun tiim biyolojik  aktiviteleriyle iliskili
caligmalarin1  anlatir  (3). Kanser aragtirmalarinda
proteomik teknolojiler, islevsel ve diizenleyici yolaklar
ayrimlayan ve tammlayan (4), doku ve biyolojik
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stvilarda hastaligin nedeni olan molekiiler yapilar
belirleyen, hastalik evrelerini ya da hastaliga ve kisiye
ozgii farkliliklar1 ortaya koyan c¢ok degerli verileri
iretmektedir (5). Son yillarda ¢esitli biyolojik 6rneklerde
yapilan proteom c¢aligmalar1  artmaktadir. Meme
kanserinde de, hastalik siire¢lerini daha iyi anlamak
iizere, timor dokusu ve biyolojik sivilarinda (serum,
igne aspirasyon sivisi, duktal lavaj sivisi ve timor
hiicrelerarast sivis1) yapilan c¢ok sayida onciil ¢alisma
bulunmaktadir.

Son yillarda kullanilmaya baslanan kiitle
spektroskopisinde, kompleks protein  6rneklerinin
analizi, basing altinda gaz fazindaki iyon karisiminin
kiitle/yiik orani (m/z) ve her m/z degerinde bulunan iyon
sayisinin  saptanmastyla  gergeklestirilir.  “Surface-
enhance laser desorption ionization” SELDI, daha
kompleks Orneklerin analizini sagladig1 icin, ozellikle
kanser proteomiklerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu yontemde, protein saflastirma, ayrimlama ve
molekiiler etkilesimler i¢in farkli yiizey segenekleri olan
protein yongalar1 kullanilir.

Literatiirde SELDI-TOF-MS analizleri igin iki 6nemli
konuya dikkat ¢ekilmektedir. Bunlarin ilki, diisik
kalitedeki  spektralarn  veri  analizi  Oncesinde
ayiklanmasinin saglanmasi ve bu amacgla yapilacak
analitik gecerlilik ve kalite kontrol siire¢lerinin
eksikligidir. Bu siire¢ proteomik verilerinde, giirtiltiiyii
(noise) azaltacak ve tanisal gecerlilige daha az
degiskenlik (variability) olarak yansiyacaktir. Bir diger
sorun, tanisal gecerlilik agisindan tartisilmaktadir.
SELDI-TOF-MS ile protein oriintli verileri, elde edilen
bliyiik sayida ¢iktiya goreceli olarak kiigiikk Ornek
bliylikligiine sahip olgu gruplarinda elde edilmektedir.
Ancak hedef saptamada ¢alismaya alinacak kiiciik
grubun ¢ok kesin dlgiitlerle ve olasi en az degiskenlikle
secilmesi gereklidir.

Saptanan hedef piklerin ise daha genis bir olgu grubunda
dogrulanmasi ve biyoinformatik araglarin  etkin
kullanimi ~ gerekmektedir (6). Bol bulunan aday
proteinler ¢ogunlukla akut faz yanitt olan proteinleri
icermektedir ve kansere 0zgili proteinler heniiz klinik
gegerlilik kazanamamuistr.

Gere¢ ve Yontem

Bu prospektif c¢alismada Izmir Atatirk Egitim ve
Arastirma Hastanesi yerel etik kurulu ve hastalarin yazili
onay1 alinarak 1. Cerrahi Poliklinigine bagvuran hastalar
caligmaya dahil edildi. Kanser grubu 70 hastadan
olugmaktaydi. Bunlardan 62’si invaziv meme karsinomu
(yas araligi 37-73; ortalama 52.6) ve 8 tanesi duktal
karsinoma insitu (yas araligi 22-55; ortalama 41.6) idi.
Kanser olmayan 68 kontrol olgusu, 31’1 iyi huylu meme
hastaliklarina (yas araligi 21-57; ortalama 40) sahip ve
37 saglikli kadindan (yas araligi 23-71; ortalama 39.1)
olusuyordu. Hasta kan 6rneklemleri cerrahi tedavi goren
hastalarda (tiim iyi huylu meme hastalig1 olanlar ve
metastatik olmayan meme kanserli hastalar) cerrahi
miidahaleden ya da diger tiim vakalar i¢in tedaviden az
once alindi. Mamogramlar ve meme ultrasonlar1 tiim
hastalar i¢in tedaviden 6nce alinmustir. Teshisler patoloji

tetkikleriyle dogrulandi. Kanser hastalart i¢in ek klinik
bilgiler hiicre tipi, tiimor bilyiikliigi, lenf nodu durumu,
Ostrojen  ve  progesteron  reseptér  durumundan
olusuyordu.

Histopatolojik Degerlendirme: Malign olgularda her
olgu i¢in en tanimlayici blok se¢ildi ve Strept —Avidin —
Biotin yontemi ile Ostrojen reseptorii -ER(Novocastra
RT4-ER-6F11 7 ml , UK) , Progesteron reseptorii-PR
(Neomarkers RM 9102-S, USA) , P 53 (Dako Clone
Do7; Denmark) , c erbB-2 (Labvision Clone SP3 7 ml
USA), Ki 67 proliferasyon belirleyicisi (Dako Clone
MIB1 , Denmark) uygulandi. Progesteron reseptorii, P
53 ve Ki 67 proliferasyon belirleyicisi olarak kullanilan
materyaller konsantre oldugu igin sirasirla 1/100, 1/25 ve
1/75 oraninda diliie edilerek uygulandi . Kromojen
madde olarak diaminobenzidin (DAB) , zit boyama i¢in
Mayer’s hemotoksileni kullanildi. ER, PR ve P53
degerlendirilmesi yapilirken niikleer boyanmanin hem
boyanma yiizdesi hem de siddeti ( +zayif, 2+orta, 3+
siddetli) dikkate alind1 ve skorland1 Cerb B-2 ; invaziv
timorlerdeki membranéz boyanma dikkate alinarak 4
skorda degerlendirildi Ki 67 ise niikleer boyanmanin en
yiiksek oldugu alanlar sayilarak yiizde saptandi.

SELDI-TOF-MS Analizi

Ornek Hazirh@i: Kan &rnekleri, operasyon ve sagaltim
oncesi donemde, 12 saatlik aglik sonrasinda, oturur
pozisyonda 8 ml’lik vakumlu jelli tliplere alind1.
Ornekler 1500 g’de 15 dk santrifiij edilerek serumlari
ayrildi. Serum ornekleri, 250 pL olarak bolinerek -
80°C’de analiz edilinceye kadar saklandi.

Serum Protein Profilinin Saptanmasi: Serumlarin
analizinde proteinlerin ayrimlanmasinda, Cu2+ metal
yiiklii IMAC 30 protein yongalari kullanildi. Orneklerin
tanimlanan yerlere yiiklenmesi biyoprosesor ile yapildi.
IMAC30 protein yongalari, her 6rnek iizerine 50 pL,
100mM CuSO4 konularak 5 dakika oda 1sisinda inkiibe
edildi. Distile su ile temizlendi ve 200 pL baglanma
solusyonu (500mM NaCl, 100mM NaH2PO4/NaOH, pH
7.0) ile 3 kez onar dakika yikandi. Tiim serumlar, once
dilusyon soliisyonu (9 M urea, 50mM Tris/HCI, pH 9.0,2
% (wv-1) CHAPS) ile 5:1 oraninda seyreltildi. Daha
sonra baglanma soliisyonu ile 10:1 oraninda yeniden
seyreltilerek yonga iizerindeki kuyucuklara 100uL
olarak uygulandi. Orneklerin yiiklendigi protein
yongalar, yatay calkalayicida (900 r.p.m, oda 1sisinda)
bir saat tutularak proteinlerin baglanmasi saglandi.
Yongalar 4 kez 200uL baglanma soliisyonu ile (10’ar
dakika yatay calkalayic1 tlizerinde) yikanip sonrasinda
distile su ile temizlendi. Oda 1sisinda kurutuldu. Her
kuyucuk iizerine 1 pL matriks soliisyunu (50% saturated
solution of sinapinic acid in 50% acetonitrile, 0.5%
trifluoroacetic acid) eklenerek oda 1sisinda kurutuldu.
Bir pL Matriks soliisyunu eklenerek yeniden kurutuldu.
Yongalar, “surface-enhanced laser desorption/ionization
time-of flight mass spectrometry” SELDI-TOF-MS
analizi i¢in PBS 1IIc SELDI-TOF (Ciphergen,
Biosystems Inc., Fremont, CA, USA) cihazina otomatik
olarak yiiklendi. Protein kiitle analizi i¢in spektralar, O-
20 kDa araliginda toplandi. Lazer uygulamasi, 192
atimli, pozitif yonli ve 220 siddetinde gergeklestirildi.
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Proteinlerin kiitle tayini i¢in eksternal kalibrasyon, saf
peptid standartlar1 (All-in-one peptide molecular mass.
standard -Ciphergen Biosystems, Inc.) kullanilarak
yapild.

Istatistik Analiz: Spektra verileri, veri islemci ve tek
degiskenli istatistik analizleri yapabilen bir yazilima
(ProteinChip Data Manager Software) aktarildi. Tim
spektralarin kiitle kalibrasyonlar1 internal olarak yapildi,
pik siddetleri, total iyon akimina gore normalize edildi.
Pik kiimeleme ve se¢me islemi, SPA pikleri ile ortiigen
¢ok diisiikk kiitle bolgesi ( 0-1500 Da) dislanarak
gerceklestirildi. Her pik kiimesi, iki grup kiyaslama
testlerinden Mann-Whitney U testi kullamlarak, gruba
ait p degerleri hesaplandi. Istatistiksel 6nem diizeyi p<
0.05 olarak secildi. ROC egrisi altinda kalan alanlar
(receiver-operator characteristic curve-ROC AUC), her
pik kiimesi icin hesaplandi. Tek yonlii istatistik
analizinde istatistiksel olarak farklilik yarattigi goriilen
tiim pikler, hi¢bir yanlis pik kalmayincaya kadar, manuel
sistemle kontrol edilerek dogrulandi.

Bulgular

Hasta grubunun serum proteom analizinde 118 gegerli
protein Oriintiisii bulundu. Bu oriintiiniin, kanser ve
kanser olmayan grup ile tanisal siniflamalari arasindaki
dagilimlar incelendi. Cluster analizine gore ayrimlama
giicline sahip bu 118 pik arasinda 42 tanesi Mann-
Whitney U testi ile istatistiksel olarak anlamli bulundu.
Bu piklerden ROC alanmi en fazla olan 10 adayin
ozellikleri Tablo 1’ de gosterildi. 4000 Da ve 10000 Da
araliginda meme kanseri, benign meme hastalifi ve
saglikli kontrol olgularimin proteomlarina ait jel
goriintilleri Sekil 1 ‘de gosterildi. Meme kanseri ve
kontrol olgularinin SELDI-TOF-MS pik goriintiileri
Sekil 2 de gosterildi. Li ve ark. tarafindan BC1, BC2 ve
BC3 olarak tamimlanan 4.1 kDa, 8.1 kDa ve 8.9 kDa
protein piklerine ait dagilimlar sirasi ile Sekil 3-5° de
gosterildi.

Tartisma

Meme kanserinde kiitle spektroskopisi ile ilgili Ocak
1995 - Kasim 2015 yillar1 arasinda 2677 calisma
yaymlanmigtir. Protein tanimlamasini igeren yalnizca 20
calisma bulunmaktadir. Meme kanserinde timor
belirteclerinin kullanimim diizenleyen ASCO (American
Society of Clinical Oncology) yonergesini giincelleme
komitesi tarafindan incelenen bu c¢alismalarda; serum,
aspirasyon sivist (NAF), tiimor dokusu ve hiicreler arasi
sivisinda (TIF) saptanmis 50 kadar aday protein, klinik
kullanim i¢in umut vadeden proteomik gdsterge olarak
degerlendirilmistir.

Serum ve plazma, insan viicudunun fizyolojik ve
patolojik siireglerine olduk¢a etkin bir yanit iiretmesi
nedeniyle tim kanserlerde oldugu gibi, meme kanseri
icin yapilan biyobelirte¢ c¢alismalarinda da yeglenen
kaynaklardir. Bu zengin bir protein bilgi kaynagidir.
Timdr tarafindan salgilanan proteinler yaninda, tiimore
0zgli proteazlarca yikilan normal doku ve plazma
proteinlerini, tiimore bdlgesel ya da genel yanit olusturan
proteinleri de kapsar. Bu karmasik yapisindan
kaynaklanan giiclige karsin Orneklem kolayligi,

yinelenebilirlik agisindan klinik kullanima son derece
uygundur (7). Meme Kkanserinde, serum ve plazma
kaynagindan yapilan SELDI-TOF-MS ydntemleri ile
gerceklestirilmis ¢alismalarda cogunlukla yapisal bir
tanimlama olmaksizin, tan1 ve siniflandirmaya ydnelik
protein Orlintiileri Onerilmigtir. Becker ve ark. (8)
BRCA-1 mutasyonu bulunan kanserlerin
tanimlanmasinda, Laronga (9) tan1 ve siniflama amagh
protein Oriintiilerinin  kullanimin1  6nermislerdir. Bu
calismalarda onerilen 23 proteini kapsayan bir driintiiniin
%94 duyarlilik ve % 100 ozgillik ile iki grubu
tanmimlayabildigini  bildirmektedir (10). Ancak bu
caligmalarda proteinlerin yapisal tanimlamasi
yapilmamistir ve heniiz bagimsiz bir olgu grubunda
gegerlilikleri test edilmemistir. Belluco ve ark. tarafindan
stirdiiriilen tan1 ve smiflamada kullanimi onerilen yedi
protein Oriintiisii, yapisal olarak tanimlanmamakla
birlikte, bagimsiz bir olgu grubunda gecerlilikleri test
edilmis ve aday proteinler olarak sunulmuslardir (11). Li
ve ark tarafindan meme kanserinde biri azalan (4.3 kDa),
ikisi artan (8.1 ve 89 kDa) biyobelirteg olarak
saptanmig; daha sonraki calismalarinda sirastyla ITIH4
(inter-alpha-tyripsin  inhibitor heavy chain H4),
C3adesArgA8 (C3a des-arginine-C terminal truncated
peptid) ve C3adesArg (C3a des-arginine) olarak yapisal
tanimlamalar1 yapilmig {i¢ protein Oriintiisii bagimsiz
olgu gruplarinda da  yinelenmistir  (12). Bu
biyobelirteglerle iliskili sonraki yayinlarda ise; 8.1 kDa
olan belirtecin kanser olgularindaki artist anlamli
bulunmamus (13-15), 8.9 kDa olan belirte¢in metastatik
yinelemelerde azaldigi bildirilmistir (16). 1TIH4 (4.3
kDa) fragmani ise Song ve ark.(17), Villanueva ve ark.
(18) , Fung ve ark. (19) tarafindan yapilan ¢aligmalarda
kanser olgularinda arttig1 bulunmustur. Bu nedenle Li ve
ark. tarafindan onerilen {i¢ biyobelirtegin meme kanseri
tanisindaki degerleri heniiz tartigmalidir. ITIH4 gibi,
kanser hastalarinin kanindaki pihtilasma durumunu
yansitan fibrinopeptide A, fibrinogen alpha, C3f, C4a,
apolipoprotein  A-1V, bradykinin, factor XIII, ve
transthyretin gibi belirteglerin tan1 ve siniflama amagli
kullanimlar1 6nerilmektedir. Bu belirteclerin serum ve
plazma  degerleri, matrikse 0zgli  degisiklikler
igermektedir (20-22). Kanser belirteglerini tanimlamada
proteomik teknolojiler, islevsel ve diizenleyici yolaklari
ayrimlayan ve tanimlayan, doku ve biyolojik sivilarda
hastaligin nedeni olan molekiiler yapilar1 belirleyen,
hastalik evrelerini ya da hastaliga ve kisiye 0zgii
farkliliklar1  ortaya koyan ¢ok degerli verileri
iretmektedir. Bu veriler klinige, hastaligin erken
tanisini, sagaltima yaniti ve sagaltim sonrasi niikslerin
saptanmasini saglayan etkin belirteclerin
belirlenebilmesi olarak yansiyacaktir. Bu ¢alisma daha
az girisim gerektiren bir yontem olarak serum protein
profilinin  meme  kanseri tamisinda  kullanimim
gostermektektedir. Bu baglamda biyomarker
arastirmalarinda  Orneklerin  histopatolojik,  klinik
ozellikleri ile olusturduklar1 alt gruplar tamisal giiciin
belirlenmesinde  kafa karistirict  durumlar  olarak
karsimiza c¢ikar. Bu nedenle c¢alismalarda Orneklemin
demografik 6zelliklerini belirtmek 6nemlidir. Bu alanda
bilimsel yaklasim profil belirlenmesinde miimkiin olan
en ortak yapida orneklemin yapilmasidir. Ortaya konan
profilin daha sonra en degisken alt gruplarin olusturdugu
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bir deney grubunda klinik validasyona girmesi beklenir.
Caligmamiz bu siiregte bir tanisal profil dnermektedir. Alt
grup Ornekleminin yeterli giligte olacagi bir validasyon
calismasina kaynak olusturacaktir. Literatiirde de bu
umut veren gelismelere karsin, proteomik belirteglerin
tamisal amagla kullamimlar1 hala bir dizi validasyon
calismasint gerektirmektedir. Bu calismalar sonrasinda
diger tanisal islemlerle birlikte kullanimi ( mamaografi,
immunoassay, ultrason, gaitada gizli kan vb.) erken tani
ve sagaltim yanitlarinin izlenmesinde Onemli hale
gelebilecektir.

Meme Kanseri arastirmalarinda son yillarda artan bir
hizla, proteomik ydntemler kullanilmaktadir. Bu
¢aligmanin bulgulari, dnceki ¢aligmalarda kaydedilen bir
grup proteinin  dogrulamakta ve yapisal olarak
tanimlanmamis bir grup protein oriintiisiinii aday olarak
onermektedir. Ancak bu arastirmalarin, iyi tanimlanmig
daha biiyiik 6rneklem gruplariyla yapilacak prospektif
caligmalarla, farkli popiildsyonlarda ve farkli analiz
yontemleriyle yinelenmesi dnerilmistir.

Tablo 1: Malign olgular1 ayrimlayan SELDI-TOF-MS protein
oriintiileri iginde ROC alani en fazla olan 10 aday protein belirteg

Malign Kontel
Mam-Whitney U clzularm olularmm
Z oram: tes ROC alan: “intensity “intensity” Degerlendinme
= ) ‘;’U ' degerleri dezerleri vemi
Ortalama Ortalama
5D
5 . 155731
s oot s 85.010 szalan
2670 0.0001 0.796 19,859 i
387 0.0001 0.781 1
5336 0.001 0.760 !
0.0001 0.803 1
5523 0.0001 0.808 )
6850 0.0001 0218
7926 0.0001 0.204
5131 0.001 0248
3143 0.0001 0218

Sekil 1: SELDI-TOF-MS jel goriintiisii, benin meme hastaligt (A),
meme kanseri (B) ve saglikli kontrol (C) serum proteomlar: 4000 Da
10000 Da araliginda goriintiilenmistir.

4000 uli] B0 10000
[ 4T 513299 055
’smmﬁ |r144.69 g3 7.00

Sekil 2: SELDI-TOF-MS pik goriintiisii, meme kanseri (A) ve saglikli
kontrol (B) serum proteomlart1 4000 Da 10000 Da araliginda
gorintiilenmistir.

= =L P e
= =k A e A jmem o
oo @
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Sekil 3: Meme kanseri ve kontrol olgularinin BC1 olarak bilinen 4.3
kDa proteomik belirtecine ait dagilimlar.

e
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Sekil 4: Meme kanseri ve kontrol olgularinin BC2 olarak bilinen 8.1
kDa proteomik belirtecine ait dagilimlari.
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Sekil5: Meme kanseri ve kontrol olgularimin BC3 olarak bilinen 8.9
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