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OzET

Serum prostat spesifik antijeni (PSA) prostat kanserli hastalarin tanimlanmasinda klinige cok
onemli katki saglamistir. Bununla birlikte PSA’nin bazi limitasyonlari bulunmaktadir. Bu durum erken
tani ve tedavide yeni biomarkerlarin tanimlanmasi ihtiyacini dogurmustur. Klinik calismalara gore,
selenyumun ileri ve agresif prostat kanserinde potansiyel onleyici etkisinin oldugu gosterilmistir. An-
cak bu etki mekanizmasinin daha cok dusiik selenyuma sahip erkeklerde etkili oldugu gosterilmistir.
Bu calismanin amaci, yeni timor markerlarinin arastirilmasi ve selenyumla indiklenen degisikliklerin
proteomiks teknolojisiyle saptanmasidir. Selenyumla muamale edilmis BPH-1 ve LNCaP hicrelerinin
bulundugu besiyerindeki proteinler iki boyutlu elektroforez yapilmis ve MALDI-TOF-MS ile tanimlan-
mistir. MALDI-TOF-MS kullanilarak ve veri tabani arastirilmasi yapilarak besiyerinde eksprese olan 9
farkli protein tanimlanmistir. Proteomikse dayali bir yontemle yeni timor markerlarinin arastirilmasi
icin uygun ve etkin bir yol olarak prostat kanseri ve benign prostatik hipertrofi hiicrelerinin ayirnminda
9 aday protein bir kemopreventif ajan olan selenyum Kkullanimina yanit vermesine bagli olarak tanim-
lanmistir.

Anahtar Kelimeler: Prostat kanseri, proteomik, selenyum.

ABSTRACT

Although the induction of serum prostate specific antigen (PSA) measurements in clinical practice
has been considered revolutionary in the treatment of prostate cancer in patients, accepted constraints
still remain in the usage of PSA. Hence, it is crucial to identify other prostate cancer biomarkers that
could contribute to early detection and prognosis. According to the clinical trials, selenium shows its
potential inhibitory effects in advanced-stage or aggressive prostate cancer. But this chemopreventive
effect shows inhibitory action only in men with low selenium levels. The aim of this study was to search
new tumor markers and selenium induced changes utilizing proteomics technology. After profiling of
the proteins found in conditioned medium (CM) of selenium treated BPH-1 and LNCaP cells via two-di-
mensional electrophoresis, identification was performed by matrix-assisted laser desorption ioniza-
tion mass spectrometry (MALDI-TOF-MS). Nine differentially expressed proteins were identified in the
CM of BPH-1 and LNCaP cells using MALDI-TOF-MS and database search. Conclusion: We procured
possible and efficient way to search new tumor marker candidates by a proteomics-based analysis and
identifed 9 potential candidate proteins in CM of selenium treated BPH-1 and LNCaP cells to differen-
tiate prostate cancer response from benign prostatic hypertrophy response.

Keywords: Prostate cancer, proteomics, selenium.
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1. GIRiS

Prostat spesifik antijen (PSA), prostat Kanseri
(PCa) icin iyi bilinen bir serum biyolojik belirteci-
dir. Bununla birlikte, PSA testinin iyi bilinen kisit-
lamalari vardir ve bu serum belirteci asla semp-
tomlara neden olmayacak agresif kanserlerden
latent kanserleri ayirt etmemektedir [1].

PSA’nin yani sira, kanser hiicrelerinden Karsino-
embriojenik antijenler (CEA), osteopontin, mat-
riks metalloproteinaz 2 (MMP-2) gibi belirtecleri
iceren serum, idrar gibi vicut sivilarina salinan
proteinler potansiyel olarak yararli biyolojik be-
lirtec olabilir [2,3]. Bunlar, kantitatif proteomik
ve genomik temelli yaklasimlarin glcli tarama
araclariyla tanimlanmistir [2].

Selenyum (Se), tim memeli tirleri icin gerekli
olan 6nemli bir iz elementtir. Klinik arastirmalara
gore, selenyum ileri veya agresif prostat kanse-
rinde potansiyel inhibitor etkilerini gostermek-
tedir [1]. Bunun mekanizmasi acik degildir; [4]
selenyumun bu selenoproteinlerin seviyelerini
moduile ederek kanseri onleme olasiligi soz ko-
nusudur [5].

Selenyum eksikligi ve toksisitesi arasinda, sag-
likta faydali etkilerine iliskin ¢ok dar bir aralik
vardir [6]. Kanser arastirmacilari, yillarca prostat
kanserinde selenyumun kemopreventif aktivi-
tesi ile son derece ilgilenmektedirler, birkag yil
once yapilan buyuk bir arastirmadan elde edilen
sonuclar tek basina veya vitamin E takviyesiyle
selenyumun prostat kanserini onlemedigini gos-
termektedir [7]. Ancak, normal selenyum diizey-
leri olan erkekleri analiz eden bu alandaki onemli
bir calisma olan SELECT (Selenium and Vitamin E
Cancer Prevention Trial) denemesinde, belirli bir
prostat Kanseri tipine odaklanilmamistir. Selen-
yumu yetersiz olan erkekler ileri prognozu kotu
olan prostat kanseri icin daha fazla risk tasir [8].

Kuskusuz, prostat kanseri tanisinda kullanila-
bilecek yeni biyolojik belirteclerin tanimlanmasi
onemlidir ve muhtemelen PCa’ nin erken teshi-
sinde onemli bir yere sahiptir.

Bu calismanin amaci, potansiyel aday prognostik
timor belirteclerini aramakla birlikte, proteomik
tabanli bir yaklasimla selenyum tedavisiyle ilgili
temel onemli degisiklikleri izlemektir.

Bu calismada, sodyum selenite maruz birakil-
mis benign BPH-1 ve (erken evre) LNCaP prostat
kanseri hlicre hatlarinda ortama salinan prote-
inler, iki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi
(2-DE) ile profillenmis ve daha sonra matriks ile
desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon
ucus zamant kiitle spektrometresi (MALDI-TOF
MS) ile analiz edilmistir. Dokuz proteinin farkli
sekilde eksprese edildigi ve prostat kanserinin
potansiyel olarak yararli belirtegleri olabilecegi
ve potansiyel timor belirtecleri elde etmek igin
hiicre hatti medyumunun proteomunun analiz
edilmesinde uygulanabilir ve etkili olabilecegi
disunilmektedir.

2. YONTEM
2.1. Hiicre Kiiltiirii ve Ornek Hazirlama

insan prostat hiicre hatti LNCaP ve BPH-1, ATCC’
den satin alindi. Hiicre hatlari, % 5 CO, nemlen-
dirilmis atmosferde 37°C’de % 10 sigir fetlisu se-
rumu (Hyclone,USA9, 10 mmol/L HEPES ve 1.0
mmol/L sodyum bikarbonat) ile takviye edilmis
RPMI 1640 ortaminda (Gibco, ABD) yetistirildi.
Her iki hiicre, 24 saat boyunca 2,5uM sodyum se-
lenit (Sigma-Aldrich, ABD) ile muamele edildi ve
ortam medyumu (CM) toplandi ve (Acrodisc Sirin-
ga filtresi 0.45 um slper membran filtresi, Pall,
ABD) filtrelendi. Daha sonra bir Amicon Ultra-15
santrifijj filtre cihazi (Millipore, ABD) Kkullanila-
rak yaklasik 200 mL’ye konsantre edildi. Ornek
protein Konsantrasyonlar ol¢uldu. Sartlandirl-
mis ortam medyumu daha sonra Ready PrePTM
2D Cleanup Kiti (Bio-Rad, ABD) kullanilarak ¢ok-
tlrildu ve proteinler kullanima kadar -80°C’de
sakland.

2.2. 2-DE ve jelde protein parcalanmasi

Coktlrilmis protein numuneleri (1.6 mg) ¢ozelti
(8mol/L ure,%4 (3-kolamidopropil) dimetilamon-
yum)-1-proansiilfonat), 65 mmol / L ditiyotreitol
(DTT), % 0.2 Bio-Lyte amfolitleri ve 400 pl’lik bir
nihai hacme kadar bromfenol mavisi (Bio-Rad,
ABD) iceren cozelti icinde ¢oziindii. izoelektrik
odaklama (IEF) Ureticinin talimatlarina (Bio-Rad,
ABD) gore gerceklestirildi. IEF’den sonra her se-
rit % 1 DTT ve bunu takiben % 2.5 iyodoaseta-
mit ile dengelendi. ikinci boyut icin, Protein Il XL
Muti-Hicre sisteminde dikey déseme SDS-PAGE
(% 15), 30 mA/jel ile calistirildi (Bio-Rad, ABD).
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Jeller daha sonra CBB G-250 (Amresco, ABD) ile
boyandi. Tarama, PDQuest yazilimi (Bio-Rad) ile
islendi. Farkli olarak ifade edilen proteinler, her
bir hiicre dizisi arasinda 2 misli fazla fark olarak
tanimlandi. Deneyler bagimsiz olarak Ug¢ kez tek-
rarland.

2.3. MALDI-MS and Protein Tanimi

Olciimler, Bruker Reflex Il (Bruker daltonik GmbH,
Almanya) MALDI-MS (izerinde gerceklestirildi.
Matris icin % 50 ACN ve % 0.1 TFA icinde doymus
bir CHCA cozeltisi kullanildi; Tul matris ¢ozeltisi
ve 1pl ornek cozeltisi karistirildi ve 384 hede-
fi kuyusuna uygulandi. 20KV hizlandirici gerilim,
23KV yansitma gerilimi, MALDI-MS analizinin
parametreleri olarak belirlendi. ProteinProspek-
tor ve MS-Fitlink yazilimlarini (http://prospector.
ucsf.edu) Kullanarak, proteinler peptid kiitle so-
nuclarinda tanimlandi. Sadece istatistiksel ola-
rak anlamli bir puan veren proteinlerin (P<0.05)
tanimlandigi dustinilmektedir.

3. BULGULAR

LNCaP ve BPH-1 hcreleri, 24 saat icinde huc-
re canliligi ve o6lim orani (6nceki deney verileri
eklenmemistir) ile ilgili ilk etkileri gozlemledi-
gimiz doz olan 0 ve 2,5 pM selenit ile muamele
edilmistir. 2D elektroforez proteomik analizi ar-
dindan kiitle spektrometresi analizi yapildi. Hem
LNCaP hem de BPH-1 hicrelerinin 2D jellerde yo-
dunluklarda azalma gosteren yaklasik 9 protein
lekesi tespit edildi. Bu lekeler jelden c¢ikarildi ve
MALDI-TOF analizine tabi tutuldu (Sekil 1. ve 2)
(Tablo 1 ve 2).

4. TARTISMA

Teshis ve tarama araci olan PSA, hastalarin
prostat biyopsisi stirecinde onemli katkilar sag-
lar. Bununla birlikte, PSA testinin 6zgulligu bi-
yopside dusuktur, PSA araligi 4-10 ng/ml olan
hastalarin codu prostat kanseri icin pozitif olarak
degerlendirilmez [9]. Bu gercek, agresif PCa’yi
benign prostatik hiperplaziden ayirmak igin aras-
tirmacilari daha etkili biyolojik belirtecler bulma-
ya yonlendirmistir.

Bu calismada, selenyum ile muamele edilen iki
hiicre hattinin ortam medyumunda (CM) toplam
9 protein belirlendi. Bu proteinler arasinda, iki-

si salgilanan proteinler (siklofilin A ve enolaz 1)
olarak dogrulandi. Peptidil prolil cis-trans izo-
meraz (PPlaz) aktivitesine sahip Siklofilin A (Cyp
A)’nin tasima, protein katlanmasi ve T-hicresi
aktivasyonu gibi bircok onemli fonksiyona sahip
olduguna inanilmaktadir [10]. Malign transfor-
masyon ve metastaz icin onemli bir belirteg olan
CypA’nin Kanserde upregiile oldugu bilinmektedir
[11]. Calismamizda, CypA proteininin, selenyuma
maruz Kalmis LNCaP hiicrelerinde asiri derecede
eksprese oldugu saptanmistir. Bu durum, 2,5uM
selenyumun metastazda koruyucu bir etkiye sa-
hip olamayacagini diistindiirmektedir.

Tumor hucrelerinde Warburg etkisine katkida
bulunan bircok glikoz tasiyicisi ve glikolitik en-
zim, enolaz 1 (ENO1) upregilasyonuna ve akti-
vasyonuna neden oldugu bilinmektedir [12]. Bu
calismada, ENO1 ve IsI soku proteini 60 (Hsp60),
LNCaP hiicrelerinin ortam medyumunda asiri de-
recede eksprese edildigi saptanmistir. Hsp60 pro-
teinlerinin rahim, serviks ve kolon kanseri olusu-
muyla iliskili oldugu daha onceden gosterilmistir
[13]. Bu protein ifadeleri, selenyum verildiginde
degismeyen CypA ifade modelini desteklemekte-
dir. Asiri ifade edilen HSP60'in, kalin bagirsak ve
prostat karsinogenezinde timor progresyonu ve
kotu prognoz ile pozitif korelasyona sahip oldu-
gu gosterilmistir [13]. GUnimiizde cesitli 1s1 soku
proteinleri, Karsinogenezin biyolojik belirtecle-
ri olarak disunulmekle birlikte bazi timorlerin
farklilasma ve saldirganlik dereceleri bu prote-
inlerin ekspresyon seviyelerine baglanmaktadir
[14].

Bu calismada, LNCaP prostat kanseri hiicrelerin-
de Kalretikulin, keratin 17, keratin 19, tioredok-
sin peroksidaz ve triosefosfat izomeraz eksikligi
tespit edilmis olup, BPH-1 hicrelerinde bahse-
dilen proteinlerin ortam medyumunda buluna-
bilecegi gosterilmistir. Selenyuma maruziyetin
spesifik olarak herhangi bir degistirici etkisinin
olmadigi saptanmistir. Kalretikulin normal pros-
tat dokusunda prostatik epitel hiicrelerinde bol
miktarda eksprese edilir, ancak prostat androjen
tarafindan upregtile edilen tim genleri eksprese
etmektedir [15]. Onceki calismalar, normal pros-
tat dokusunda keratin 19 dagilimini tanimlamis-
tir [16,17]. Bu calismanin sonucu bahsedilen di-
ger bulgularla uyumludur.
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Tiyoredoksin reduktaz 1 (TrxR1), oldukca yiiksek
seviyede selenyuma Karsl hassas bir proteindir.
Bu nedenle prostat kanserinde selenyum maru-
ziyetine Karsi guglu bir biyolojik belirtec olabi-
lecedi ileri suriilmektedir [18]. NADPH ve Trx ile
tiyoredoksin (Trx) sisteminin bir parcasi olan se-
lenoprotein TrxR1 siki bir sekilde diizenlenir ve
transfekte hicrelerde Trx asir ekspresyonunda
yanit toksik olabilir [19]. Yuksek selenit kon-
santrasyonlarinda selenitin TrxR1 ve oksijen ile
redoks reaksiyonu oksidatif stres olusturabilir
ve kanser hiicrelerinin nekroz ve/veya apoptoz
ile oldirtlmesine yol acabilir [20]. Dolayisiy-
la, selenyumun TrxR1 aktivitesini arttirmasinin,
prostat kanserinde selenyumun apoptotik hicre
olumdnidn uyarilmasi yoluyla olabilecegi dusi-
nilmektedir. TrxR1’in prostat kanseri hiicrelerin-
de kaspaz-3 aktivitesine neden olabilecegi agik-
lanmistir [21]. Lindner ve ark. dstrojene duyarli
hiicrelerde TrxRl'de artisin kaspaz-3 aktivasyo-
nuna neden olmasi gerektigini gostermistir [22].
Lindner ve ark.’min yaptigi calisma, timorojen
olmayan BPH-1 hicrelerinde kaspaz-3 lizerinde
yapilan bu calismanin sonuglari ile tutarli iken
LNCaP kanser hticrelerinde degildir. Bununla bir-
likte, TrxR1 aktivitesinin uyarimi, cesitli hicre
hatlari arasinda cesitli selenyum dozlari ile biytk
olctide degisebilmektedir [18, 23]. TP1 (triosefos-
fat izomeraz 1) tumor belirtecit olarak mesane,
Kolon, akciger karsinomasi ile iliskilendirilmistir
[24, 25]. LNCaP hucrelerinin ortam medyumunda-
ki bazi proteinlerinin downregilasyonu veya kay-
bedilmesi gosterilmistir ve bu proteinler prostat

Tablo 1: LnCAP hiicrelerinde protein tanimlamasi

karsinogenezi sirasinda islev gosterebilirler [25,
26]. Bu calismada temelde CypA, ENO1, Hsp60
proteinleri LNCaP hicrelerinin ortam medyu-
munda upregule oldudu ve selenyum maruziye-
tinin bu upregllasyonu engellemedigi gosteril-
mistir. LNCaP hucrelerinin ortam medyumunda
kalretikulin, keratin 17, keratin 19, tiyoredoksin
peroksidaz ve triosefosfat izomerazin bulunma-
digl, selenyuma maruz kalmis BPH-1 hiicrelerinin
ortam medyumunda bulundugu gosterilmistir.

Bu calisma olasi biyolojik belirteglerin saptan-
masinda ve in vitro prostat kanseri modelinde
selenyumun etkileri acisindan onemlidir. Yuka-
rida sozu edilen olasi biyolojik belirteclerin, ek
selenyum Kkullanan prostat kanseri hastalarinin
birincil teshisi ve/veya tedavi durumu Uzerinde
de etkisi olabilir. Hatta potansiyel olarak yararli
timor belirteclerinin, prostat kanseri hastalari-
nin kan, idrar ve semen gibi viicut sivilarinda ko-
laylikla tespit edilebilecegini ve PSA’ya ek olarak
yardimci biyolojik belirtec olarak kullanilabilece-
gini bilmek acisindan 6nemlidir.

5. SONUC

Sonug olarak, bu calismada, proteomik temelli
bir strateji ile yeni timor belirteglerini belirleme-
nin olasi ve etkKili bir yolu onerilmektedir. BPH-1
ve LNCaP ortami hiicrelerinden tamamen farkli 9
protein gosterilmis ve bu proteinlerin potansiyel
olarak yararli biyolojik belirtec olabilecekleri ve
takviye selenyum kullanan hastalarda prostat
kanseri progresyonunda iligkili Kkurulabilecegi
ileri surdlebilir.

Jel Elktroforezi

Kitle Spektrometeresi ile Protein Belirlenmesi

kDa pH

MALDI-TOF

Spot 1 80 45

Heat shock protein 60 (isoform CRA_c) ( chaperonin)
GI:119590557 R GI:77702086 R Gl: 31542947

Spot2 | 60 | 73

Enolase 1 (or enolase 1 variant) Gl: 4503571 (enolase 1)

Spot3 | 60 | 80

Enolase 1 (or enolase 1 variant) Gl: 62896593 R 62897945 (variant)

Spot 4 30 6.0

Belirgin tanimlama bulgusu yok

Spot 5 26 5.8

Belirgin tanimlama bulgusu yok

Spot6 | 25 | 85

Cyclophilin A (= peptidilprolilisomerase) GI: 10863927 R Gl: 13937981

p < 0.05, 3 proteomik calismasinin ortalamasi
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Tablo 2: BPH-1 hicrelerinde protein tanimlamasi

Gel Electrophoresis

Protein Identification by Mass Spectrometry

kDa pH

MALDI-TOF

Spot1| 76 | 3.8

Calreticulin pre-cursors Gl: 4757900

Spot2| 60 | 4.7

Keratin 17 (+ probably Keratin 14) GI:24234699 R Gl: 4557701

Spot3| 50 | 4.7

Keratin 19 Gl: 34783124

Spot4 | 28 55

Chain A Thioredoxin peroksidase GI:32189392

Spot5| 30 | 80

Triosephosphate isomerase (isoform CRA_b)Gl: 119609129 R Gl: 4507645

Spot6 | 18 | 4.2

Not significant identification

Spot7| 26 | 3.8

Not significant identification

p < 0.05, 3 proteomik calismasinin ortalamasi
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Sekil 1: Lncap hiicre hattinda 6 protein spotu
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BFH-1, Contral
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Sekil 2: BPH-1 hiicre hattinda 7 protein spotu
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