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TUBITAK

ONSOz

Prostat kanseri hem dinyada hem de Ulkemizde en ¢ok rastlanan kanser tirlerinden biridir.
Hastaligin tedavisi sirasinda kullanilan major ilaclar, diger anti-kanser ajanlar gibi DNA
hasarina yol agmakta ve saglikli hiicrelere de zarar vermektedir. Dolayisiyla, etkinligi ve
dzgunligl yiksek ilaglarin gelistirme calismalarina devam edilmektedir. Ote yandan, baska
hastaliklarda kullanilan, FDA onayli, etki mekanizmalari iyi tanimlanmis ilaglarin kanserlerde
etkinligini arastirmak, yeni bir ilag gelistirmek icin harcanacak olan milyon dolarlar
mertebesinde para ve on yila yakin bir zamandan tasarruf edilmesi saglamaktadir. Bu
dogrultuda, projemiz, hem hesaplamali sistem biyolojisi yaklasimlarinin tip ve farmakoloji
alanlarina uygulandigi hem de bulgularin in vitro deneylerle dogrulanmasini hedefleyecek
sekilde kurgulanmigtir. Prostat kanserinde ila¢ repozisyonu hedefiyle gerceklestirdigimiz
projede, prostat kanserinin molekiler mekanizmalarinin aydinlatiimasina olanak saglayacak
isaretci molekillerin tespit edilmesi, bu isaret¢ci molekilleri hedef alan mevcut ilaglarin
belirlenmesi ve aday olarak oOnerilen ilacglarin prostat kanserine olan etkisinin incelenmesi
amaclanmistir. Multidisipliner nitelikteki proje ¢alismalari, Marmara Universitesi Miihendislik
Fakiltesi Biyomiihendislik Boliimi, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Bélimi,
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Bélimii ve istanbul Medeniyet Universitesi
Muahendislik ve Doga Bilimleri Fakiltesi Molekiler Biyoloji ve Genetik Bolimu
laboratuvarlarinda gercgeklestiriimistir. Proje ¢alismalari Dr. Beste Turanl’nin doktora tezinin
dnemli bir bdlimini olusturmustir. Dr. Beste Turanli TUBITAK BIDEB bursiyeri olmasi
sebebiyle proje ekibinde bursiyer olarak yer alamamig, ancak projedeki tUm is paketlerinde
aktif gérevler Ustlenmistir. Projemiz TUBITAK Saglhk Bilimleri Arastirma Destek Grubu
(SBAG) tarafindan 1001 programi kapsaminda 1175489 proje numarasi ile desteklenmistir.
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OzZET

Prostat kanserinde farkli biyolojik seviyelerden molekuller (zerinden ila¢g repozisyonu
yapmay! amagclayan proje ¢alismalari kapsaminda, sistem biyolojisi yaklagimi altinda prostat
kanserinin molekiler mekanizmalarinin aydinlatiimasina olanak saglayacak isaretci
molekiller tespit edilmis, cesitli ilag repozisyonu yaklasimlari kullanilarak bu isaretci
moleklleri hedef alan mevcut ilaglar belirlenmis ve ilgili literatlr 1s1ginda aday olarak dénerilen
ilaclarin in vitro seviyede klinik agidan énemli farkl 6zellikler gésteren (¢ prostat kanser
hiucre hatti (LNCaP, PC3 ve 22Rv1) uzerindeki etkileri incelenmistir. Bu dogrultuda,
transkriptom verisetlerinin meta-analizi ve biyolojik aglarla butlinlestiriimesi neticesinde,
anlatimi istatistiksel olarak anlamh (p<0.01) derecede degisen 6737 mRNA ile prostat
kanserine 6zgu isaretci molekiller olarak 4 transkripsiyon faktdrt, 134 miRNA, 127 metabolit
ve 51 hub protein belirlenmigtir. Potansiyel ilag hedefi olarak tespit edilen isaret¢i molekdiller
kullanilarak ¢esitli ila¢ repozisyonu yaklasimlari uygulanmis ve prostat kanseri tedavisinde
aday olarak degerlendiriimek Uzere cesitli ilac molekulleri tespit edilmistir. Bu asamada,
prostat kanserine 6zgu bir genom-seviyeli metabolik model literatiirde ilk kez bu proje
kapsaminda olusturulmustur. Aday ilaclarin etkinliginin ilgili literatir ve ileri biyoinformatik
analizler yardimiyla degerlendirmeleri neticesinde farkli endikasyonlarda kullanilan bes ila¢
(sulfametoksipiridazin, azlosilin, morantel, hidroflumetiyazide ve ifenprodil) 6n plana
cikmigtir.  Gergeklestirilen in vitro sitotoksisite analizler neticesinde ifenprodil ve
hydroflumethiazide uygulamalarinda kanser hicre hatlarinda ylksek seviyede sitotoksisite
g6zlemlenirken, kontrol grubu hucre hattinda (RWPEL) istatistiksel olarak anlamli bir etki
g6zlemlenmemistir. Ayrica, ilaclarin kaspaz 3/7, 8 ve 9 aktivasyonu ile apoptotik etkisinin
incelenmesi sonucu, kaspaz seviyelerinde anlamli artislar goézlemlenmis; gercgeklestirilen
migrasyon, invazyon ve koloni olusturma testlerinde, hydroflumethiazide ve ifenprodil
uygulamasinin hiicrelerin bu davranislarini baskiladiklar tespit edilmistir. Ozellikle
ifenprodil’'e maruziyetin c¢alisilan tim hdcre hatlarinda migrasyon, invazyon ve Kkoloni
olusturma davraniglari Gzerinde oldukg¢a ylksek bir engelleyici etkisi oldugu gdrtlmustr.
Elde edilen sonuglar, iki ilacin, 6zellikle de ifenprodil'in, prostat kanserinin tedavisinde
kullanilabilirliginin arastiriimasi icin yapilacak ileri preklinik ¢aligmalara (in vivo hayvan
deneyleri) 6nemli bir dayanak olusturmaktadir.

Anahtar kelimeler: prostat kanseri, ilag repozisyonu, sistem biyolojisi, ifenprodil
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ABSTRACT

Within the scope of the project which aims to make drug repositioning in prostate cancer over
molecules from different biological levels, reporter molecules that will enable the
enlightenment of the molecular mechanisms of prostate cancer under the system biology
approach have been identified, existing drugs targeting these reporter molecules have been
determined using various drug repositioning approaches and proposed as candidates in the
light of the relevant literature. The effects of the proposed drugs on three prostate cancer cell
lines (LNCaP, PC3 and 22Rv1) with different clinically important properties at the in vitro
level were studied. In this direction, as a result of meta-analysis of transcriptome datasets
and integration with biological networks, 6737 mMRNAs whose expression varied statistically
significantly (p <0.01) were determined as reporter molecules specific to prostate cancer as
well as 4 transcription factors, 134 miRNA, 127 metabolites and 51 hub proteins. Various
drug repositioning approaches have been applied using reporter molecules identified as
potential drug targets, and various drug molecules have been identified to be evaluated as
candidates in the treatment of prostate cancer. At this stage, a genome-level metabolic
model specific to prostate cancer has been created for the first time in the literature within the
scope of this project. As a result of evaluating the effectiveness of candidate drugs with the
help of relevant literature and advanced bioinformatics analysis, five drugs
(sulfamethoxypyridazine, azlocillin, morantel, hydroflumethiazide and ifenprodil) used for
different indications came into prominance. As a result of the in vitro cytotoxicity analyzes
performed, a high level of cytotoxicity was observed in cancer cell lines in ifenprodil and
hydroflumethiazide applications, while no statistically significant effect was observed in the
control group cell line (RWPEL1). In addition, as a result of examining the apoptotic effect of
drugs with caspase 3/7, 8 and 9 activation, significant increases were observed in caspase
levels; in the migration, invasion and colony formation tests, it was determined that
hydroflumethiazide and ifenprodil suppressed these behaviors of cells. In particular,
exposure to ifenprodil was found to have a very high inhibitory effect on migration, invasion
and colony forming behaviors in all studied cell lines. The results obtained form an important
basis for further preclinical studies (in vivo animal experiments) to be conducted to
investigate the usability of the two drugs, especially ifenprodil, in the treatment of prostate

cancer.

Keywords: prostate cancer, drug repositioning, systems biology, ifenprodil
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1. GIRIS

Prostat kanseri hem dinyada hem de Ulkemizde en ¢ok rastlanan kanser tirlerinden biridir.
Hastaligin tedavisi sirasinda kullanilan major ilaclar, diger anti-kanser ajanlar gibi DNA
hasarina yol agmakta ve saglikli hiicrelere de zarar vermektedir. Simdiye kadar yapilan ilag
repozisyon denemelerinde, ilaglarin etki ettikleri molekiler mekanizmalara gore kanser hiicre
hatlarinda denendigi gorulmektedir.

Gergeklestirilen projenin temel amaci; prostat kanserinin molekiler mekanizmalarinin
aydinlatiimasina olanak saglayacak isaretci molekillerin tespit edilmesi, bu isaretci
molekiilleri hedef alan mevcut ilaglarin belirlenmesi ve aday olarak onerilen ilaclarin prostat
kanserine olan etkisinin incelenmesidir. Baska hastaliklarda kullanilan, FDA onayli, etki
mekanizmalari iyi tanimlanmis ilaglarin prostat kanserinde etkinligini arastirma
¢alismamizda, yeni bir ilag gelistirmek igin harcanacak olan milyon dolarlar mertebesinde
para ve on yila yakin bir zamandan tasarruf edilmesi hedeflenmistir.

Bu amacg ve hedefler dogrultusunda projenin birinci asamasinda, sistem biyotip yaklasimi
altinda islevsel genomik verilerinin genom-boyutlu biyolojik aglarla butunlestiriimesi ile farkl
biyolojik diizeyde isaret¢i molekiller (gen, metabolit, transkripsiyon faktérl, enzim ve diger
proteinler), islevsel biyolojik sire¢ ve yolaklar tespit edilmistir. Bu sayede olasi ilag hedefleri
belirlenmistir. ikinci asamada cesitli ilac repozisyonu teknikleri kullanilarak aday ilaclar tespit
edilmistir. Uclincli ve son asamada ise, belirlenen aday ilaclar hiicre kiiltiirine alinmis ve
ilaclarin molekiler dizeyde etkisi deneysel ydntemlerle dogrulanmistir. Bdylece, prostat
kanseri tedavisine yonelik protein ve metabolit diuzeyinde aday biyobelirtegler ve ilag
hedefleri belirlenmis, prostat kanser tedavi sureglerinin gelistiriimesi icin bilgisayar tabanli
analizler araciligiyla, gesitli ilag hedefi sunan hipotezler ortaya konmus, prostat kanserinde
kullaniimasi oOnerilen hedef ilaglar, in vitro olarak denenmis ve prostat kanser hiicre
hatlarinda etki mekanizmalari molekiler dizeyde aydinlatilmaya calisiimistir.

Gerceklestirilen proje hem sistem biyolojisi yaklagsimlarinin tip ve farmakoloji alanlarina
uygulandigi hem de in vitro deneylerle dogrulanmasini hedefledidi igin bilgisayar tabanli ve
de deneysel bir calisma olarak tamamlayici niteliktedir. Projede kullanilan yontem ve
bulgular, tedaviye yénelik ¢iktilarin yani sira, yeni ve dogru tani ve teshis yéntem ve
aracglarinin gelistiriimesi dogrultusunda da ydén sunmakta ve gelecekte karmasik insan
hastaliklarina yonelik kisisellestiriimis tip yaklasimlari tasarlanmasinda yardim potansiyeli
tasimaktadir.
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2. LITERATUR OZETi

Hucrelerde DNA'nin hasari sonucu hucrelerin kontrolsiiz veya anormal bir sekilde buyumesi
ve gogalmasi olarak tanimlanan kanser, ginimuzdeki en blyuk saglik sorunlarindan biridir.
Uluslararasi Kanser Ajansi tarafindan yayinlanan 2020 yil icin yeni kanser tahminlerine -
GLOBOCAN’e - gére 2019 yilinda Dinya’da toplam 14,1 milyon yeni kanser vakasi gelismis
ve 8,2 milyon kansere bagli 6lim olmustur. Dinya’da en ¢ok tani konulan kanserler akciger,
meme ve kolon iken, kanserden o&lumlerin ise en ¢ok akciger, karacier ve mide
kanserlerinden dolayi gerceklestigi belirtiimistir. Kanser artis hizinin bu sekilde devam etmesi
durumunda ise, Dunya nifusunun artisina ve nifustaki yaslanmaya bagl olarak 2025 yilinda
toplam 19,3 milyon yeni kanser vakasi olacagi tahmin edilmektedir. Ayrica istatistiksel
analizler, gerek kanser vakalarinin gerekse de kanserden kaynaklanan olumlerin yarisindan
fazlasinin az gelismis Ulkelerde oldugu goéstermistir. Tarkiye Halk Saghdi Kurumu Kanser
Daire Baskanligrnin yayinladigi en son resmi verilere gére tlkemizde her yil yaklasik 97 bin
erkek, 62 bin kadin ve toplamda 159 bin kisi kansere yakalanmaktadir (Turk Halk Saghgi
Kurumu, 2015). Turkiye'de en sik goérilen kanser turlerinde ise prostat, akciger, meme, tiroid
ve sindirim sistemi iligkili (mide, mesane) kanserler gézlenmektedir.

Cok faktorli kompleks bir hastalik olan kanser, genetik mutasyonlarin ve ¢evresel etkenlerin
ise karistigi genetik, proteomik ve hiicresel bir hastaliktir. Ozellikle kanser gibi kompleks
hastaliklarda hastaligin sebebini tek bir duruma indirgemek olasi degildir. Yapilan birgok
deneysel aragtirmanin yani sira, gelisen teknoloji ile daha hassas ve genis Olgekte analizlerin
yapilabilmesi de gen, mRNA, protein veya metabolit seviyesinde bilgi birikiminin ivmeyle
artisini saglamistir. Bu anlamda omik teknolojilerinin uygulamalari, 06zellikle saglk
sektérinde yeni goruslerinin 6ninid agmis olup, molekiler arastirma alaninda yeni bir
yaklagim olusturmustur. Genomik, proteomik, sitomik, metabolomik, interaktomik ve gelisen
diger omik teknolojilerinin pek ¢ok hastalik tirinde oldugu gibi kanser arastirmalarinda ve
kisisellestiriimis ila¢ arastirmalarinda da kullanimi hizla artmaktadir. Farkli dizeylerde omik
teknoloji tanimi olugsmasina ragmen temel olarak genomik, transkriptomik, proteomik ve
metabolomik omik kaskat olarak aniimaktadir. Omik kaskatta elde edilen ve artan bir bilgi
birikiminin olmasi, bunlarin genis bir gcercevede ele alinabilmesi ve sistematik bakis agisinin
uygulanabilmesi igin bilgisayar tabanl analizlerin yani biyoinformatik ve sistem biyolojisinin
kullanimini da son zamanlarda arttirmistir. Farmakoloji ve tip alaninda sistem biyolojisi
ilkelerin uygulanmasi anlamina gelen "sistem tip ve farmakoloji" terimi ise, ilk olarak Cin ve
Bati Tibbi Ulusal Konferansi’'nda, 1992 yilinda B.J. Zeng tarafindan ifade edilmistir. Son
zamanlardaki teknolojik gelismelere bagli olarak, farkli biyolojik seviyelerde omik veriler hizla

birikmeye baslamis ve kamuya acgik veri kaynaklarinda toplanmistir (Bradlow ve Carruba,
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2011). Bunlara ek olarak, hastaliklarla iliskili bilgilerin analizi icin gerekli algoritmalarin ve
modelleme yontemlerinin gelistiriimis olmasi, biyoloji, translasyonel tip ve ila¢c endustrisi gibi
bircok alanda ¢ok buyuk 6nem arz etmektedir. Boylece tani, prognoz, ya da tedaviye yanit
icin yeni biyobelirtecler bulmanin 6nlinu acan vel/veya hastallk mekanizmalarinin
anlasilmasini saglayan sonuclar elde edilmeye baslanmistir. Ozellikle kanser gibi karmasik
hastaliklar, birden ¢ok faktére bagli olarak olustugu ve ilerledidi igin biyolojik mekanizmalarin
aydinlatiimasinda, bilimsel gelismeler 6nem tasimaktadir (Bradlow ve Carruba, 2011;.
Menezes vd, 2009).

Hastaliklarla genler arasindaki iliski ¢ok tartisilan konulardan biridir. Bu nedenle, “Online
Mendelian Inheritance in Man (OMIM)” (Hamosh vd., 2005) ve “Genetic Association
Database (GAD)” (Becker vd., 2004) gibi gen ve hastaliklar arasinda kuvvetli baglantilar
kurmaya c¢alisan 6énemli veri bankalari gelistirilmistir. Bu veri bankalarinin her biri fenotip-
genotip iligkisine farkli agilardan odaklanmigtir. Bu veri bankalarinin butlnlestiriimesi ile
olusturulan DisGeNET ise hastalik-gen iligkisini hem farkli veri bankalarindan toplamis hem
de literatlirden arastirmistir. Sonug olarak, 17181 gen ve 14619 hastalik arasinda 429111
iliskiden bahsedilmektedir (Pifiero vd., 2015). Biyomedikal calismalardaki en buyulk
amaglardan biri de karmasik hastaliklarin temelinde yatan mekanizmalarin ortaya
cikariimasidir. Fakat bircok kez goérildigu tzere gevresel risk faktorler ve genetik varyanslar
dusunuldiginde, ¢odu insan hastaligini tek bir gen ile iliskilendirmek muumkuin dedgildir
(Hirschhorn ve Daly, 2005). Bu anlamda genis Olcekte ve butinlestirici 6zellikte ¢alismalar
buyuk 6nem arz etmektedir. Kanser arastirmalarinda en buyilk projelerden biri olan “The
Cancer Genome Atlas (TCGA)” pilot fazda ilk olarak akciger, beyin (glioblastoma) ve over
kanseri ile ilgili calismalarla baslamis ve su an kanser progresyonu ile iligkili biyobelirtecleri
ve slregleri bulmayl amaglayan ¢ok sayida butlinlestirici ¢galismadan olusmaktadir (The
Cancer Genome Atlas, 2015).

Hastaliklarla iligkili verilere ulasilmasi ve modellenmesi ile ilgili ydntemler, biyoloji,
translasyonel tip ve farmasoétik endustri gibi birgok alanda blyik énem arz etmektedir. Yeni
tedavi ajanlarinin gelistiriimesinin 6ntnd acan, teshis, prognoz ya da tedaviye yanit i¢in yeni
biyobelirteclerin bulunmasi, hastaligin mekanizmasinin anlasiima potansiyelini arttirmaktadir.
Hastaliklar birden cok faktére bagh olduklar igin, biyolojik mekanizmalarin ¢ézilmesine
olanak saglayan ilerlemeler hem zorlu hem de merak uyandiricidir. Omik verilerin incelendigi
bilgisayar tabanh analizler kanser hiicrelerinin; gen, transkript, protein, metabolit diizeyinde
incelemesi ve yeni ilag hedefleri arastirmalarinda beklenmeyen yan etkiler igin ilag etkilesim
mekanizmalarinin  tanimlanmasinda, guncel ilag hedeflerinin validasyonunda, vyeni
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biyobelirteclerin tanimlanmasinda, yeni ilaglarin potansiyel uygulamalarinin arastiriimasinda
guclu ve 6nemli bir potansiyel yaratmigtir (Civelek ve Lusis, 2014).

Farmasotik endustrisinde, yasam bilimleri ve teknolojideki gelismelere ragmen kabul géren
yeni ilaglarin sayisinin, artan yatirrm maliyetlerine kiyasla giderek azaldigi gézlenmektedir.
Farmasotik endustrisindeki Ar&Ge yatirimlarinin milyonlarca dolara mal oldugu ve bir Grindn
piyasaya cikmasinin ortalama 9-14 yil arasinda zaman gerektirdigi belirtimektedir. Bu gibi
problemlerin Ustesinden gelebilmek igin ise son zamanlarda, ilag repozisyonu uzerine yogun
calismalar baglamistir. ilag repozisyonu, bir hastalik veya bir hastalik belirtisi igin gelistiriime
asamasinda veya piyasada hali hazirda kullaniimakta olan ilaglarin, yeni klinik belirtiler icin
de kullanilabilirliginin arastirilmasi anlamina gelmektedir (Li vd., 2015; Shim ve Liu, 2014).

ilag repozisyon galismalarinda kullanilan temel bilgi, gen-ilag iligkileridir. Bunun yaninda ilag
ve etki mekanizmasi ile ilgili temel bilgilerin de var olmasi buyuk 6nem tasimaktadir. Son
birka¢ yil igerisinde, rapor edilen gen-ilag iliski sayisi gittikge artmis ve bu bilgiler veri
bankalarinda toplanmaya baslanmistir. En genis ila¢g veri bankalari DrugBank (Law vd.,
2014), PharmGKB (Hewett vd., 2002) ve son olarak, 15 farkli veri bankasindan gen-ilag
iliskisi bilgisini alan DGldb 2.0 (Wagner vd., 2016) en genis bilgiyi sunmaktadir. Bu verilerin
bazilar klinik, bazilari ise hiicre kiltirii ¢alismalarindan elde edilmistir. ilaglarin gen
ekspresyonunu nasil etkiledigini gosteren en genis kapsamli ¢alisma, Connectivity Map,
¢ogunlugu FDA onayli 164 ilaci, dort kanser hucre hatti Uzerinde denemis ve 6 saat
sonundaki gen ekspresyonundaki degisikligi incelemistir (Lamb vd., 2006). Hangi ilaglarin
hangi hastaliklar igcin hedef olabilecegi ise artik biyoinformatik temelli ydntemlerle
belilenmeye calisiimaktadir. Sistem ve ag yaklasimlari yoluyla, ilag-hedef komponent
etkilesimini inceleyen hesaplamali yontemler gelistirimektedir. Bu yeni yaklasimlar, buyuk
Olgekli ve yuksek islem hacimli verileri kullanarak, ilag ve kimyasal yapilarin yapilar (Keiser
vd., 2009), yan etkiler (Yang ve Agarwal, 2009), ilag tedavisi sonrasi transkripsiyonel
degisimler (Hu ve Agarwal, 2009) gibi bir ¢cok basligi incelemekte ve iliskilendirebilmektedir.
Sonug olarak, hesapsal biyoloji ile ugrasan bilim insanlari igin var olan bir ilacin baska bir
hastalik icin de kullanabilecedi hipotezinin sunuldugu, sistematik arastirmalar ortaya koymak
buyuk onem tagimaktadir.

laglarin Klinik denemelerde olusan beklenmedik yan etkileri ve zayif insan farmakokinetigi,
piyasaya surulen yeni ilag sayisinin yildan yila azalmasina sebep olmaktadir. Bu nedenle,
ilag repozisyonu; guvenilirligi ve farmakokinetik olarak iyi bir 6zellige sahip olmasiyla
kanitlanmis ilaglarin, yeni hastaliklar Gzerinde kesfi igin oldukga faydah bir yaklagimdir

(Banno vd., 2015). ilag repozisyonu kavrami, Avrupa’da ve Birlesik Devletlerde yaygin
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olmasina ragmen, Asya bdlgesinde pek bilinmemektedir. Avrupa’da ve Birlesik Devletler'de

2001 yilinda yalnizca 1 adet ilag¢ Uretilirken; 2009’da ilag repozisyonu yaklasimi ile FDA
tarafindan onaylanan 6 adet ila¢ Gretilmistir (Banno vd., 2015).

lla¢ repozisyonu icin ydntemler, ézellikle kanser hastaliklari icin de kullaniimaktadir. Su ana
kadar, aslinda baska hastaliklar igin kullaniimakta olan ve bilinen bazi ilaglarin, prostat
kanseri tedavisinde kullanilabilecedi rapor edilmistir. Bunlarin basglicalari; Itracanazole,
Nelfinavir, Digoxin ve Metformin’dir (Shim ve Liu, 2014; Zhang vd., 2008; Platz vd., 2011;
Mayer vd. 2015). Mantar enfeksiyonu tedavisinde kullanilan Itracanazole, Hedgehog sinyal
yolagini inhibe etmesi ve insan umbilikal venlerinden elde edilen endotel hucrelerin
c¢ogalmasini inhibe ederek anti-anjiyojenik aktivite gostermesi sebebiyle prostat kanseri icin
aday ila¢ olarak sunulmustur (Shim, ve Liu, 2014). HIV enfeksiyonu tedavisinde kullanilan
Nelfinavir ise 20S proteazom, AKT sinyalini, HSP90 ve HER2 sinyalini inhibe etmesi
sebebiyle prostat kanseri tedavisi igin bir bagka aday olarak gosterilmistir (Shim ve Liu,
2014). Kalp hastaliklar tedavisinde kullanilan Digoxin ile Tip2 diyabet tedavisinde kullanilan
Metformin’in mitokondride oksidatif fosforilasyonu ve ATP olusumunu inhibe ederek prostat
kanser hucrelerinin ¢odalmasini engelledigi rapor edilmistir (Platz vd., 2011; Mayer vd.
2015).
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3. GEREG VE YONTEM
3.1 Transkriptom (gen ekspresyon) veri setlerinin eldesi

Prostat kanserine ait, iki fenotipte (saglikh vs. hastalikli) érnekler igeren transkriptom veri
setleri icin NCBI-Gene Expression Omnibus (NCBI-GEO) (Barrett ve Edgar, 2006),
ArrayExpress (Brazma vd., 2003) ve The Cancer Genome Atlas (TCGA)
(https://cancergenome.nih.gov/) gibi kamuya agik veri bankalari taranmistir. Orneklerin
herhangi bir uygulamaya veya ajana maruz kalmamis veya tedavi gérmemis olmasi ve her

grupta (saglikh/hastalikli) en az 3 6rnegin bulunmasi dikkate alinmistir.
3.2 Biyolojik aglarin kurulumu

3.2.1 insan protein-protein etkilesim agi kurulumu

Protein-protein etkilesimleri (PPI) cesitli deneysel metotlarla tanimlanmis ve farkli veri
bankalarinda toplanmistir. Fakat var olan tim PPI verileri distunuldugunde verideki Kirliligin
gideriimesi ve daha guvenilir bir veri elde edilmesi gerekmektedir. Proteinler arasindaki ikili
iliskiler dusunaldugunde guvenilirligi yuksek ve insan protein-protein aginin tamamina
yakinini kapsayan bir ag olmadigi gérilmusti. O sebeple; protein-protein iligkisi sunan 6
farkli veri bankasindan (BioGRID, DIP, IntAct, HIPPIE, HomoMINT, HPRD) elde edilen
veriler, 8 maddeye dayal bir skorlama sonrasi analiz edilerek (Sekil 2), toplam 15950 protein
arasinda 295288 etkilesim bulunmustur. Bu etkilesimler arasindan, 13213 protein arasindaki
147923 ikili etkilesimin yuksek guvenilirlikte oldugu gérulmus ve yakin zamanda guvenilir bir
protein-protein etkilesim agi olarak arastirma grubumuzca literatlire sunulmustur (Karagoz
vd., 2016). Bu projede, arastirma grubumuz bunyesinde olusturulan yuksek guvenilirlikli
protein-protein etkilesim agi kullaniimistir (Karagoz vd., 2016).

3.2.2 insan transkripsiyon diizenleyici agi kurulumu

Mevcut projede, ge¢gmiste olusturulan miRNA-gen ve TF-gen iligkilerini kapsayacak nitelikte
bir butlnlesik transkripsiyon dizenleyici ag (Gov ve Arga, 2016) glincellenerek kullaniimistir.
Bu kapsamda, tamami deneysel yontemlerle elde edilmis TF-gen ve miRNA-gen iligkileri
Regnetwork, PAZAR, Trtrust, Tfacts, HTRIdb, iRegulon, miRTarBase, TransmiR miRecords,
Starbase ve miRDB veri bankalarindan toplanmis ve yeni bir butlnlesik transkripsiyon

dizenleyici ag kurulmustur.
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3.2.3 insan metabolik agi kurulumu

The Human Metabolic Reaction Model (HMR) insana 6zgl genom boyutlu metabolik model
olarak tasarlanmistir. Literatirde bulunan generik genom boyutlu metabolik modeller
iHuman1512, Recon 1, Edinburgh model (EHMN) ve hicre spesifik genom boyutlu metabolik
modeller, iAdipocytes1809 ve HepatoNET1 birlestiriimis ve yolizi-reaksiyonlara ait bilgiler
KEGG, Reactome, LipidMap, HumanCyc gibi veri bankalarindan alinarak bu model
olusturulmustur. Modelin son sdrimu olan HMR2, 3765 gen ile iligkilendirilmis, 8000’den
fazla reaksiyon ve 3000’den fazla metabolitten olusmaktadir (Mardinoglu vd. 2014). Model
istenilen formatta indirilip kullanilabildigi gibi, BIOMET gereci kullanilarak da ¢evrim-ici analiz
imkani sunmaktadir. Mevcut projede, The Human Metabolic Reaction (HMR) modelinin son
surimi olan ve 3765 gen ile iligkilendiriimis 8186 tepkime ve farkli hilcresel
kompartimanlarda tanimlanmis 6008 metabolit bulunduran HMR2 metabolik modeli
kullaniimistir (Mardinoglu vd., 2014).

3.3 mRNA seviyesinde anlatimi farklilik gosteren genlerin tespit edilmesi

Calisma kapsamina alinan mikrodizin tabanl veri setleri birbirinden bagimsiz olarak
Bioconductor (www.bioconductor.org) yazilim platformu altinda RMA normalizasyon (Irizarry
vd., 2003) ve mikrodizin verileri igin dogrusal modeller (LIMMA) (Smyth, 2005) paketleri
kullanilarak R programlama dilinde istatistiksel olarak analiz edilmis, p-degeri 0.01’den kiguk
olan genler hastalikta ekspresyonu farklilk gosteren genler (DEG) olarak belirlenmistir.

RNA dizileme tabanli, TCGA kaynakli, veri seti NCBlI Genome Data Commons'dan
(Grossman vd., 2016) "TCGAbiolinks" R / Bioconductor paketi (Colaprico vd., 2016)
kullanilarak elde edilmistir. Transkriptom verileri, FPKM cinsine donustarilmus ve medyan
ekspresyon degeri FPKM = 1 kriteri kullanilarak filtrelenmistir (Bidkhori ve digerleri, 2018).
S6z konusu transkript verileri R / Bioconductor paketi "DESeq" el kitabi kullanilarak iki fenotip
arasindaki DEGler saptanmistir. Benjamini ve Hochberg yanlis kesif orani kullanilarak ¢oklu
hipotez dizeltmesi gerceklestiriimigtir. DEG'ler FDR duzeltiimis p degeri <0.001 esigine gore
filtrelenmistir. Yukari ve asagi regule edilen genleri belirlemek icin 1'in kat degistirme esigi

uygulanmistir.

Hastallk durumunda saglikli duruma gore ekspresyon seviyesinin ne kadar miktarda
degistigini ifade eden kat degisiminin siniri en az %20 olarak belirlenerek gen anlatimindaki
degisikligin yonu (gen anlatimi artan/azalan) belirlenmistir.
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3.4 Genlerin isimlendiriimesi

Genlerin isimlendirmeleri (gen sembol, Entrez Gen ID, Ensembl ID vs.) icin bioDBnet
platformu (Mudunuri vd., 2009) kullaniimigtir.

3.5 Farkli biyolojik seviyelerdeki isaret¢i molekiillerin tespiti
3.5.1 isaretgi reseptorlerin tespiti

Fiziksel etkilesimi olan reseptorlere ait bilgi, Karagoz vd. (2016) tarafindan yayinlanmis
yuksek guvenilirlik skoruna sahip insan protein-protein etkilesim agindan elde edilmistir.
Kullanilan etkilesim listesinde 5501 protein kodlayan gen ve 916 reseptdr protein arasinda
toplam 20120 etkilesim baz alinarak analizler gergeklestiriimistir. Reseptdr-gen etkilesim
listesindeki genler referans olarak kullanilip, her kanser veri setindeki farkli eksprese olan
genler “reporter features” algoritmasi vasitasiyla skorlanmis ve isaretci reseptorler
bulunmustur. Patil ve Nielsen (2005) tarafindan yayinlanan “reporter features” algoritmasi,
genel olarak isaret¢ci molekillerin (reseptér, miRNA, TF vb.) hesaplanabilmesine uygun
olacak sekilde MATLAB yazilimi altinda grubumuzca uyarlanmistir. isaretci biyomolekiillerin
z-skorlari hesaplanmis, sonrasinda p-degerine c¢evrilmistir. Hesaplanan isaretgilerin p-
degerleri ¢oklu karsilastirmalarda kullanilan bir dogrulama metodu olan FDR ile belirlenmis

ve p-degeri 0.05’ten kiglk olanlar dnemli sayilmistir.
3.5.2 isaretgi transkripsiyon faktorlerinin ve miRNA’larin tespiti

Deneysel olarak kanitlanmis TF-gen etkilesimleri, HTRIdd (Bovolenta vd., 2012) ve PAZAR
(Portales-Casamar vd., 2009) veri bankalarindan elde edilmistir. 284 TF ve 18302 gen
arasinda 51871 etkilesimin oldugu HTRIdd veri bankasinin, PAZAR veri bankasindaki
etkilesimleri de igerisinde barindirdigi gértlmustir. O ytzden, HTRIdd tarafindan sunulan
TF-gen etkilesim listesindeki genler referans olarak kullanilip; TF’ler, meta-analiz sonucu
anlatimi farklilasan genler tzerinden “reporter features” algoritmasi vasitasiyla skorlanmis ve
isaretci transkripsiyon faktorleri bulunmustur. p-degeri 0.05'ten kiguk olanlar istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmigtir.

Deneysel olarak kanitlanmis miRNA-gen etkilesimleri ise miRTarbase (Release 4.5) veri
bankasindan elde edilmistir (Hsu vd., 2014). 2599 miRNA ve 14845 gen arasinda bulunan
322134 etkilesim listesindeki genler referans olarak kullanilip; meta-analiz sonucu anlatimi

farkhlagsan genler tzerinden “reporter features” algoritmasi vasitasiyla miRNA'lar skorlanmig
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ve isaretci miRNA’lar bulunmustur. isaretci TFlerin tespitinde oldugu gibi, p-degeri 0.05’ten
kiguk olanlar 6énemli sayilimistir.

Transkripsiyon faktér ve miRNA gibi transkripsiyonu dizenleyici molekiller tespit edildikten
sonra, bu molekillerin transkripsiyonunu dizenledigi genlerin kodladigi hub proteinlerle,
arastirma grubumuz tarafindan kurulan butlinlesik transkripsiyon diizenleyici ag olan TF-gen,
mMiRNA-gen ve TF-miRNA iligkileri kullanilarak potansiyel hub protein-TF-miRNA Ug¢lusu

kurgulanmistir.
3.5.3 isaretgi metabolitlerin tespiti

isaretci metabolitlerin tespiti igin insan Metabolik Atlas (Human Metabolic Atlas-HMA) veri
bankasinda yer alan jenerik Human Metabolic Reaction (HMR 2.0) (Mardinoglu vd., 2014)
modeli ile meta-analiz sonucu anlatimi farklilagan genlerin bilgisi butlnlestirilerek, enzim
kodlayan genlerin etrafindaki metabolitlere ait p-degerleri hesaplanmistir. P-degeri 0.05'ten
kiicuk olanlar, isaretci metabolitler seklinde sunulmustur. Simulasyonlarin gerceklestiriimesi
icin ara yUz olarak BioMet Toolbox (v2.0) (Garcia-Albornoz vd., 2014) kullaniimistir.

3.5.4 Merkezi nitelikteki hub proteinlerin tespiti

Farkl veri bankalarindaki bilgileri kapsayan, grubumuzca olusturulmus olan protein-protein
etkilesim agi1 bu ¢calismada da kullaniimistir (Karagoz vd., 2016). Meta-analiz sonucu anlatimi
farkhlasan genler ile iligkilendirilen protein etkilesimleri tanimlanmis ve ekspresyon yonlne
gore protein-protein etkilesim agi insa edilmistir. Protein-protein etkilesim agi grafik teorisi
kullanilarak, yonlendiriimemis cizgeye cevrilmis ve G = (V, E) fonksiyonu olusturulmustur: V
proteinleri gosteren digumleri, E proteinler arasindaki ikili etkilesimlerdeki bagintiyi ifade
etmektedir. Agin gorsellestiriimesi ve topolojik 6zelliklerin hesaplanmasi Cytoscape
(Shannon vd., 2003) yazilimi ve CytoHubba (Lin vd., 2008) paketi ile yapiimistir. Merkezi
proteinlerin (¢cekirdek veya hub protenler) belirlenmesi icin daha 6nce de kullanmig
oldugumuz dual-metrik topolojisi uygulanmistir (Karagoz vd., 2015). Kullanilan lokal metrik
derece (degree), global metrik ise yakinlik merkeziligidir (betweenness centrality). Derece
agdaki bir dugume bitisik dugum sayisina gore tanimlanan bir Olgu iken yakinlik merkeziligi
agdaki bir dUgimun diger tim dugumlere en kisa yoldan uzakliklarini hesaba katan bir
Olciduar. Bu iki dl¢ctindn birlikte degerlendirildigi dual-metrik topoloji sonrasi ¢ekirdek (hub)

protein setleri belirlenmisgtir.
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3.5.5 Gen ve protein setlerinin islev zenginlestirme analizi

Ekspresyonunda farklihk gosteren genlerin iglev zenginlestirme analizleri, molekuler yolak ve
Gen Ontolojisi (GO) terimi olan biyolojik stre¢ igin ConsensusPathDB gen seti
zenginlestirme araci (Kamburov vd., 2009) kullanilarak gergeklestirilmistir. Yapilan
analizlerde, yolaklarla iligkili olarak KEGG, Reactome ve Biocarta veri bankalarindan ¢ekilen
bilgiler tercih edilmistir. Zenginlestirme analizlerinde p-degeri 0.05ten kigik olanlar

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigtir.
3.5.6 Metabolitlerin igslev zenginlegtirme analizi

Tespit edilen isaret¢i metabolitlere ait zenginlestirme analizi igin MBRole 2.0 biyoinformatik
aracl (Lopez-lbanez vd., 2016) kullanilimigtir. Analizde metabolitlere ait KEGG bilesen
isimleri belirlenerek bu metabolitler ile iligkili KEGG yolaklari tespit edilmigtir. P-degeri
0.05'ten kiiglik olanlar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3.6 Aday ilaglarin belirlenmesi
3.6.1 Mevcut ilag repozisyonu web araglari ile aday ilaglarin belirlenmesi

Kapsamli bir literatlr taramasi yapilarak, ila¢ repozisyonu amaciyla gelistirilmis kamuya agik
web tabanli araclar tespit edilmigtir. Daha sonra ¢esitli girdiler kullanilarak bu araglar prostat
kanseri tedavisinde kullanilabilecek ilaglarin tespiti igin denenmistir. Mevcut web tabanl
aracglarin bir boélumu tek gen/protein verisini girdi (input) olarak kabul etmektedir. Bu
dogrultuda, proje kapsaminda tespit edilen isaret¢ci mRNA ve proteinler kullanilmigtir. Ote
yandan, bu araglarin buyuk bolimu ise girdi olarak gen veya protein setini kabul etmektedir.
Bu aracglarda girdi olarak kullanilmak Uzere, prostat kanseri iligkili Kanser Genom Atlasi
(TCGA) ve diger transkriptom veri setlerinin meta-analizi ile elde edilen “anlatimi prostat

kanserli dokularda énemli oranda degisen genlerin” listeleri kullaniimistir.

3.6.2 Prostat kanserine 6zgii genom Olgekli metabolik model uzerinden ilag

repozisyonu

Projede, prostat kanseri metabolizmasini arastirmak ve ayni zamanda etkili tedavi olarak
uygulanabilecek yeni terapétik ajanlari kesfetmek igin kisisellestiriimis transkriptom verileri (>
450 6rnek) ve prostat kanserine 6zgl proteom verisi yardimiyla prostat kanserine 6zgu bir

GEM olusturulmustur. Bu asamada, anlatimi farklilasan genlerin tespitinin yani sira, gereklilik
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(essentiality) (Zhang vd., 2015) ve DIRAC (Differential Rank Conservation) (Eddy vd., 2010)
analizleri gibi farkli yontemlerle fenotip degerlendirmesi yapildi. Ayrica, CMap2 (Lamb vd.,
2006) verileri kullanilarak Gg¢ farkh kanser hicre hattina (PC3, MCF7, HL60) ait, 1000’den
fazla ilacin bu hlcre hatlarina uygulamasi sonrasindaki gen ekspresyon profilleri incelendi ve
ilagc-gen etkilesimleri istatistiksel olarak tahmin edildi. Prostat kanseri metabolizmasindaki
degisikliklerin tam tersini gosteren gen-ilag etkilesimleri bulunup, GEM Uzerinde yer aldiklari
biyokimyasal reaksiyonlardaki aki profilleri degistirilerek prostat kanser metabolizmasina
etkisi incelendi. Son asamada in silico hicre canhligi analizleriyle aday ilaglarin prostat
kanser hicresinin ¢odalmasi Uzerindeki etkileri incelendi ve sonraki c¢alismalar i¢in aday
olabilecek ilaglar belirlendi.

Olusturulmus modelin diger gen kimeleriyle birlikte gen dizenini analiz etmek igin
MATLAB'da DIRAC algoritmasi (Eddy vd., 2010) uygulanmistir. Algoritmanin merkezi
kavrami, katillan genlerin goreceli ifade siralarina dayanmaktadir. Sonuglar, yolaklarin
siralamasinin, fenotiplerin icinde ve arasinda nasil farklilastiginin niceliksel bir dlgimunu
gostermektedir. Gereklilik (essentiality) analizlerinde (Zhang vd., 2015) ise, GEM vasitasiyla
sentetik oOldirictu genlerin varli§i arastirilmis ve bu amagla RAVEN (Agren vd., 2013)
yazihmi, Mosek ¢ozlcl (versiyon 8) ve MATLAB kullaniimigtir. Sik kullanilan analizlere ek
olarak (yani, anlatimi farklilagsmis genler analizi ve isaret¢i metabolitlerin belirlenmesi),
prostat kanseri metabolizmasini ayrintili olarak degerlendirmek igin iki ag baglantili analiz
gercevesi ile olusturulan metabolik model dederlendirilmigtir.

3.7 Kullanilan hiicre hatlar

Calismada, ilgili literatir dikkate alinarak, prostat kanserinde klinik agidan 6nemli farkli
Ozellikler gésteren ug¢ kanser hucre hatti (LNCaP, PC3 ve 22Rv1) ile bir kontrol grubu hiicre
hatti (RWPE1) kullaniimasi planlanmigtir. RWPE1 (ATCC-CRL-11609) immortalize edilmis
normal insan prostat epitel hiicreleridir ve c¢alismada kontrol grubu olarak kullaniimistir.
LNCaP (ATCC-CRL-1740) prostat kanserinin metastaz yaptigi lenf nodlarindan izole edilmis
androjen reseptéri pozitif (AR+) bir hicre hattidir. PC-3 (ATCC-CRL-1435) prostat
kanserinin metastaz yaptigi kemik dokularindan izole edilmig androjen reseptoru negatif (AR-
) bir hiicre hattidir. 22Rv1 (ATCC-CRL-2505) immun yetersizligi olan farede ksenogrefte
edilmis insan primer prostat karsinom hucreleri olan androjen reseptori pozitif (AR+) bir
hdcre hattidir. Tim hicre hatlari ATCC hiicre bankasindan temin edilmistir.
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3.8 Besiyerleri ve hiicre kiiltiirii

RWPE1 hdcreleri inek hipofiz bezi ekstresi (BPE- bovine pituitary extract) ve insan
rekombinant epidermal buyime faktéri (EGF) igeren &6zel serum olmayan keratinosit
(Keratinocyte Serum Free Medium (K-SFM) Kit, (Katalog no. 17005-042, GIBCQ)) besiyeri,
LNCaP, PC3 ve 22Rv1 hicreleri RPMI-1640 (Katalog no. P04-16500, Pan Biotech) besiyeri,
VCaP DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, katalog no. 30-2002, ATCC) besiyeri,
%10 fetal sigir serumu (FBS-fetal bovine serum,Katalog no. 10500-064, GIBCO) ve 1%
penisilin-streptomisin (Katalog no.P06-07050, Pan Biotech) kullanilarak 37°C’de %5 CO-
iceren inkUbatorde Kkultire edilmistir. Hucrelerin yogunlugu buyuatuldikleri petri kabinda
yaklasik %70-80 oranina ulastiginda alt kualtirleri (pasaj) yapilmistir. Petrideki besiyeri
¢ekildikten sonra yaklasik 8-10 ml (10 cm’lik petri icin) 1X PBS ile yikama yapilmig, hiicre-
hicre ve hucre-ylzey baglantilarini koparmak icin htcrelerin Ustiine 1-1.5 ml 1X Tripsin-
EDTA (katalog no. P10-020100, Pan Biotech) eklenip yaklasik 2-3 dk 37°C, %5 CO:
inkibatoériinde bekletilmistir. Enzimatik reaksiyonu durdurmak icin petri kabina besiyeri
eklenip karisim pipetlenerek santrifijj tlptne aktariimistir. Oda sicakliginda yaklasik 1200
rom’de 5 dk santrifiijin ardindan Ust sivi ¢ekilip ve belirlenen oranda seyreltmek amaciyla
tipun dibinde olusan hicre pelletinin Ustine taze besiyeri eklenmistir. Hicre cokeltisi
homojen olarak dagitildiktan sonra taze besiyeri bulunan petrilere damla damla ilave edilip
37°C’de nemli, %5 CO; inkubatdérinde blyumesi saglanmistir. Cogaltilan hicreler %5 DMSO
iceren bazal besiyeri ile dondurularak ¢alismalarda kullaniimak tzere -80°C’de mililitrede 10°

hlcre olacak sekilde stoklanmistir.
3.9 ilaglarin ICs, degerlerinin belirlenmesi ve sitotoksisite analizi

Hicreler sayilarak 96 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta RWPE1 igin 6 x 103 hiicre/kuyu,
PC-3 icin 8 x 10® hiicre/kuyu, LNCaP ve 22Rv1 igin 12 x 102 hicre/kuyu olacak sekilde
besiyeri ortamina ekildi ve yapismalari igin inklibasyona birakildi. Farkli ¢bzuculerde
coziilerek hazirlanmis olan ifenprodil (12.5, 25, 50, 100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 uM),
Hydroflumethiazide (10, 100, 250, 500, 750, ve 1000 uM), Azlocillin (100, 200, 300, 400, 500,
600, ve 700 pM), Sulfamethoxypyridazine (10, 100, 250, 500, 750 ve 1000 pM) ve
Zenarestat (10, 100, 250, 500, 750, ve 1000 uM) stok sollisyonlarindan hticre kultur besiyeri
icinde gerekli seyreltmeler yapilarak her bir ilaca 6zgl parantez iginde belirtilen calisma
konsantrasyonlari hazirlandi ve hicrelere uygulandi. Kontrol grubundaki hicrelere de
¢dzlclye bagl olarak %0.1 oraninda aseton (Hydroflumethiazide), %0.1 dH20 (Azlocillin),
%0.1 DMSO (Sulfamethoxypyridazine ve Zenarestat) iceren besiyeri uygulandi. Daha sonra
plakalar 24, 48 ve 72 saatlik inkibasyonlara birakildi.
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inkiibasyon sonrasi canlilik belirlemeleri Alamar Blue (AB) cell viability reagent (Katalog no.
DAL1100, Thermo Fisher) kullanilarak yapildi. Her bir kuyucuga 10 uL AB eklenerek 37°C’de
1-4 saat inkUbe edildi. Spektrofotometrede (Synergy H1, Biotek) 570 nm ve 600 nm’de
absorbans olgumleri alindi. AB degerleri agagida verilen Formal 1 kullanilarak negatif kontrol
grubuna gére normalize edildi.

Formiil 1:

. El’-’.l._rl':.lt]rl.'h' ¥ A."l'-'”rrrr!_.’.l - E:-'.'-_:?Tll.'rrrl * Afﬂﬂh’rru_.’.l. &
ReductionPercentage = - 10C

] H — o ]
ERED ST0nm Aﬁ“[]”m it ERED &00nm ‘4'5_.'”.!].':'? i

gox = AB’nun oksidize olmug formunun molar séniimlenme katsayisi (mavi)
&rep = AB’nun indirgenmis formunun molar séniimlenme katsayisi (kirmizi)
A= verilen dalga boyunda él¢tilen absorbans degeri,

t0=ilk él¢iim tx= x zamaninda alinan élgtim.

Elde edilen veriler ile her hiicre hatti icin 24, 48 ve 72 saatlik inklibasyonlar sonunda 1Cso
degerleri hesaplandi. Hesaplamalar ve verilerin istatistiksel analizi igin GraphPad Prism

(versiyon 7.0) programi kullanildr.
Her bir ilacin hicrelere sitotoksik etkisi alamar blue kullanilarak belirlendi.
3.10 Kaspaz aktivasyonlari ile aday ilaglarin Apoptotik etkisinin belirlenmesi

llag maruziyeti sonrasi apoptozun hangi yolak araciligiyla basladigi ve apoptozun erken veya
gec evrede olup olmadidinin belirlenmesi igin, Kaspaz 3/7, 8 ve 9 olgumleri Cell Meter
Multiplexing Caspase 3/7, 8 and 9 activity assay floresan kit (Aat bioquest) kullanildi.
RWPE1, PC3, 22RV1 ve LNCaP hucreleri 96 kuyucuklu tabakalara her kuyuda 100 ul
besiyerinde kit protokoliine uygun olarak 20000 hicre olacak sekilde ekildi ve yapismalari
icin bir gece boyunca CO; etiivde inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan her hiicre hatti 24
saat slreyle belirlenen ICso dederlerinde hydroflumethiazide ve ifenprodil’e maruz birakildi.
Maruziyetin ardindan kit protokoliine uygun olarak kaspaz belirtecleri eklendi ve floresan
mikroplate okuyucuda floresan Olgumleri alindi. Kaspaz seviyeleri her huicre hatti igin

kontrole gbre normalize edildi.
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3.11 Migrasyon ve invazyon analizleri

Calismamizda, Hydroflumethiazide ve ifenprodil ile 24 saat inklbe edilen prostat kanseri
hicre hatlarinda migrasyon ve invazyon davranisinda meydana gelebilecek degisimlerin
saptanmasi icin transwell metodu kullanildi. Kontrol hicresi RWPE-1 hiicreleri bu ¢calismada
kullaniimadi. Arastirmamizda, her hicre hatti icin hydroflumethiazide ve ifenprodil’in 1Cso
degerleri kullanildi. Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara 1.8 x 10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi.
Hucrelerin yapismalari igcin bir gece boyunca 37°C’de %5 CO; iceren etivde bekletildi.
Yapigmalarinin ardindan her hucre igin kendi ICso degerlerinde ila¢c uygulamasi yapildi ve 24
saat 37°C’de %5 CO:; igeren etiivde inkibasyona birakildi. 24 saat sonra hicreler tripsinize
edildi ve tripan mavisi kullanilarak toma caminda sayildi.

invazyon analizi igin, hiicre sayiminin ardindan hiicreler bir giin édnceden matrijel eklenen
insertlere ekildi. insertler ekimden bir gece dénce matrijel ile kaplandi. Matrijel serumsuz RPMI
ile 1:3 oraninda seyreltildi. Her bir inserte, insert ylzeyini kaplayacak sekilde 90 ul matrijel
eklendi. Matrijel eklenmesinin ardindan 24 kuyulu plakaya yerlestirilen insertler bir gece
boyunca 37°C’de %5 CO:; iceren etlivde bekletildi. Hiicre sayisi PC-3 igin 40000 hiicre/kuyu,
22RV1 ve LNCaP igin 75000 hicre/kuyu olarak belirlendi. Belirlenen sayida hicre 400 ul %1
FBS iceren RPMI’ da insertlere ekildi. insertin icinde bulundugu kuyulara PC-3 igin %10 FBS
iceren besiyeri eklendi ve invazyon i¢in 48 saat boyunca inktbe edildi.

Matrijel ile kaplanmis insertlerde invazyondan sonug¢ alinamamasi durumunda s6z konusu
hicre hatlari icin matrijel icermeyen insertlere ekim yapildi. Hicreler insertlere %1 FBS
iceren besiyerinde ekildi. insertlerin iginde bulundugu kuyulara %20 FBS igeren besiyeri
eklendi ve invazyon igin 72 saat inktibe edildi.

inkiibasyonun ardindan hiicreler PBS ile yikandi ve metanol ile fikse edildi. Fiksasyondan
sonra tekrar PBS ile yikanan hucreler 1:10 oraninda steril dH-O ile seyreltilen Gemsa boyasi
ile boyandi. Boyamanin ardindan tekrar yikama yapilarak boyadan arindirilan insertlerin
gorantaleri ters 151k mikroskobunda alindi.

3.12 Monolayer koloni olugumunun arastirilmasi

Secilen ilaclarin koloni olusumuna olan etkilerini belirlemek igin, RWPE1 kontrol hcresi
olmak Uzere, PC-3, LNCaP ve 22RV1 prostat kanseri hiicre soylarinda 24 saat ilag
uygulamasi sonrasinda koloni olusumunda meydana gelebilecek degisimler saptandi ve
koloni olusumu analizleri yapildi. Her hicre hatti igin hydroflumethiazide ve ifenprodil’in 1Cso
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degerleri kullanildi. Hicreler 6 kuyucuklu plakalara 1.8 x 10° hicre/kuyu olacak sekilde ekildi.
Hicreler yapismalari igin bir gece boyunca 37°C'de %5 CO, igeren etlivde bekletildi.
Yapigmalarinin ardindan her hucre igcin kendi ICso degerlerinde ila¢c uygulamasi yapildi ve 24
saat 37°C’de % 5 CO: igeren etlvde inkubasyona birakildi. 24 saat sonra hucreler tripsinize
edildi ve tripan mavisi kullanilarak toma caminda sayildi. Hiicre sayiminin ardindan hiicreler
PC-3 icin 500 hicre/kuyu, RWPE1, 22RV1 ve LNCaP ic¢in 1500 hucre/kuyu hicre olacak
sekilde tekrar 6 kuyucuklu plakalara ekildi. Haftada 2 kez besiyeri degistirilerek 14-21 gun
sure ile 37°C’ de %5 CO. iceren etuvde, koloni olusumun saglanmasi icin inkibasyona
birakildi. Koloni olusumunun gézlenmesinin ardindan koloniler metanolde hazirlanan %0.1’lik
kristal viyole boyasi ile boyanarak sayimi yapildi. Bu ¢calisma Ug¢ kez tekrarlandi ve koloniler
sayildi. Hicre canliigini saglayan ve 50 hiicreden fazla hiicre igeren her bir koloni sayima
dahil edildi. Elde edilen sonuglarin istatistiksel degerlendirmesi GraphPad Prism 7.0
programi kullanilarak “unpaired t-test” metoduyla yapildi. Sonuglar ortalamat SEM olarak

verildi.

3.13 Soft agarda koloni olusumunun arastiriimasi

llag uygulamalarinin, hiicrelerin yiizeye yapismadan koloni olusturup olusturmadigina olan
etkilerinin  belirlenmesi i¢in, RWPE1l, PC-3, 22RV1 ve LNCaP hicre hatlarinda
hydroflumethiazide ve ifenprodil maruziyetinden sonra soft agar koloni analizi yapildi. Hiicre
sayimi asamasinda monolayer koloni olusumu asamasindaki yontem kullanildi. Hicre
sayiminin ardindan hicre sayilari PC-3 igin 2500 hucre/kuyu, RWPE1, 22RV1 Ve LNCaP
icin 5000 hicre/kuyu olarak belirlendi. Belirlenen sayidaki hiicreler % 0.5’lik agaroz igeren 6
kuyucuklu plakalara, %0.3l0k agaroz ve medium esliginde ekildi. Soft agarda koloni
olusumunun goézlenebilmesi i¢in 14-21 glin boyunca %5 CO-’lik etlivde birakildi, hafta da 2
kez olmak Uzere taze besiyeri eklendi. Olusan kolonilerin gorintileri ters 1sik mikroskobu ile
alindi ve ilag maruz birakilmayan (kontrol grubu) ve maruz birakilan (test grubu) hicrelerin
koloni boyutlar karsilastirildi. Deney sonugclarinin istatistiksel degerlendiriimesi Student’s t
test ve two way ANOVA metodlar kullanilarak GraphPad Prism 8 programinda yapildi. P
degerinin 0.05’ten kiglk olan degerler anlamli olarak kabul edildi. Her deney icin en az Ug¢
tekrar yapildi.
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4. BULGULAR
4.1 Prostat kanser verilerinin meta-analizi ile hastalik ile iligkili transkriptlerin tespiti
4.1.1 Transkriptom (gen ekspresyon) veri setlerinin eldesi

Prostat kanserine ait, iki fenotipte (saglikh vs. hastalikl) 6rnekler iceren transkriptom veri
setleri icin NCBI-Gene Expression Omnibus (NCBI-GEO), ArrayExpress ve The Cancer
Genome Atlas (TCGA) gibi kamuya agik veri bankalarinin yani sira ilgili literatir de
taranmistir. Orneklerin herhangi bir uygulamaya veya ajana maruz kalmamis veya tedavi
goérmemis olmasi ve her grupta (saglikh/hastalikll) en az 3 6rnegin bulunmasi dikkate
alinarak mikrodizin tabanli 5 veri seti ile RNA dizileme (RNAseq) tabanl bir veri seti

calismaya dahil edilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Calisma kapsaminda analiz edilen prostat kanserine ait transkriptom veri setleri

Veri seti Ornek sayisi Platform
GSE26910 12 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0
GSE34312 20 lllumina HumanWG-6 v3.0 expression beadchip
GSE38241 39 Agilent-014850 Whole Human Genome 4x44K G4112F
GSE45016 11 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0
GSE6919 164 Affymetrix Human Genome U95C
TCGA-PRAD 547 RNA-Seq

4.1.2 Biyolojik aglarin kurulumu

insan hiicrelerinde gergeklesen protein-protein etkilesimleri cesitli deneysel ydntemlerle
tanimlanmis ve kamuya acik veri bankalari Uzerinden arastirmacilarin hizmetine
sunulmaktadir. Ote yandan, ozellikle yiksek giris cikisli (high-throughput) teknolojiler
kullanilarak elde edilen etkilesim verilerinin glvenilirligi de siklikla tartisiimaktadir. Bu
sebeple, 6nceki galismamizda, protein-protein iliskisi sunan 6 farkli veri bankasindan
(BioGRID, DIP, IntAct, HIPPIE, HomoMINT, ve HPRD) elde edilen toplam 295288 etkilesim,
8 biyolojik iligkiye dayali bir skorlama ile analiz edilmis ve 13213 protein arasinda
gerceklesen 147923 ikili etkilesimin yuksek guvenilirlikte oldugu gérilmustir (Karagoz vd.,
2016). Bu projede, arastirma grubumuz bunyesinde olusturulan ylksek guvenilirlikli protein-
protein etkilesim agi kullaniimistir. Olusturulan protein-protein etkilesim aginin igcinde insanda
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reseptor aktivitesi gosteren 916 reseptdr proteinin varligi ve bu proteinlerin diger proteinlerle
20120 etkilesim gosterdigi gérulmasgtar.

Transkripsiyon faktort (TF) ve miRNA’larin ¢cok sayida genin islevini kontrol ederken birlikte
cahstigi bilinmektedir (Liang vd., 2015). Farkl istatistiksel ve bilgisayar tabanli analiz ile
sunulan birgok bilginin yaninda deneysel olarak kanitlanmis miRNA-gen iligkileri de veri
bankalarinda mevcuttur. Fakat bilgilerdeki kirlilik, ileri analizleri olumsuz etkilemekte ve yanlis
tahminlere sebebiyet verebilmektedir. Bu sorunu ortadan kaldirmak ve guvenilir bir
transkripsiyon duzenleyici ag olusturabilmek igin, aragtirma grubumuz binyesinde, miRNA-
gen ve TF-gen iliskilerini kapsayacak nitelikte bir butlinlesik transkripsiyon diizenleyici ag
olusturulmustu (Gov ve Arga, 2016). Mevcut projede, gecmiste olusturulan s6z konusu ag
guncellenerek kullaniimistir. Bu kapsamda, tamami deneysel yontemlerle elde edilmis TF-
gen ve miRNA-gen iligkileri Regnetwork, PAZAR, Trtrust, Tfacts, HTRIdb, iRegulon,
miRTarBase, TransmiR miRecords, Starbase ve miRDB veri bankalarindan toplanmis ve
yeni bir butlnlesik transkripsiyon duzenleyici ag kurulmustur. Kurulan ag 284 TF, 2599
mMiRNA ve 22808 hedef gen arasinda 51871 TF-gen ve 322133 miRNA-gen iliskisinden
olusmaktadir.

Mardinoglu vd. (2014), literatlirde bulunan genom boyutlu metabolik modeller (iHuman1512,
Recon 1, EHMN) ile hicre spesifik genom boyutlu metabolik modelleri (iAdipocytes1809 ve
HepatoNET1), KEGG, Reactome, LipidMap, ve HumanCyc veri bankalarindan alinan
metabolik tepkimelere ait bilgiler ile butlnlestirerek insana 6zgi genom boyutlu bir metabolik
model, The Human Metabolic Reaction (HMR), tasarlamiglardir. Mevcut projede, HMR
modelinin son versiyonu olan ve 3765 gen ile iligkilendiriimis 8186 tepkime ve farkli hucresel
kompartimanlarda tanimlanmis 6008 metabolit bulunduran HMR2 metabolik modeli
kullanilimistir.

4.1.3 mRNA seviyesinde anlatimi farklilik gésteren genler

Calisma kapsamina alinin mikrodizin tabanh veri setleri birbirinden bagimsiz olarak
Bioconductor (www.bioconductor.org) yazilim platformu altinda RMA normalizasyon (Irizarry
vd., 2003) ve mikrodizin verileri igin dogrusal modeller (LIMMA) (Smyth, 2005) paketleri
kullanilarak R programlama dilinde istatistiksel olarak analiz edilmis, p-degeri 0.01’den kiglk
olan genler hastalikta ekspresyonu farklihk gosteren genler (DEG) olarak belirlenmistir.
Genlerin isimlendirmeleri (gen sembol, Entrez Gen ID, Ensembl ID vs.) igin bioDBnet
platformu (Mudunuri vd., 2009) kullaniimistir. Hastalik durumunda saglikli duruma gore

ekspresyon seviyesinin ne kadar miktarda degistigini ifade eden kat degisiminin siniri en az
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%20 olarak belirlenerek gen anlatimindaki degisikligin yonu (gen anlatimi artan/azalan)

belirlenmisgtir.

RNA dizileme tabanli, TCGA kaynakli, veri setinin analizinde 52 saglikli prostat dokusu ile
495 primer prostat timoéri olan kisiden alinan transkriptom verileri, NCBI Genome Data
Commons'dan (Grossman vd., 2016) "TCGAbiolinks" R / Bioconductor paketi (Colaprico vd.,
2016) kullanilarak elde edilmistir. Transkriptom verileri, FPKM cinsine doénustarilmis ve
medyan ekspresyon degeri FPKM 2 1 kriteri kullanilarak filtrelenmigtir (Bidkhori ve digerleri,
2018). S6z konusu transkript verileri R / Bioconductor paketi "DESeq" el kitabi kullanilarak iki
fenotip arasindaki DEG’ler saptanmistir. Benjamini ve Hochberg yanlis kesif orani
kullanilarak coklu hipotez dizeltmesi gerceklestiriimistir. DEG'ler false discovery rate (FDR)
ile duzeltimis p degeri <0.001 egigine gore filtrelenmigtir. Yukari ve asagi regulle edilen

genleri belirlemek igin 1'in kat degistirme esigi uygulanmigtir.

Prostat kanseri igin 6 veri setine meta-analiz yapildiginda, istatistiksel olarak anlamli (p<0.01)
derecede anlatimi azalan 3803 gen, anlatimi artan 2934 gen olmak Uzere toplam 6737
hastalikta anlatimi farklilasan gen tespit edilmistir. Her bir veri setine goére anlatimi degisen
gen sayllari ve artma/azalma durumlari Tablo 2'de verilmistir.

Tablo 2. Analiz edilen prostat kanserine ait transkriptom veri setlerinde hastalik durumuna
gore anlatimi degisen genlerin sayisi ve anlatimda azalma/artma durumlari (p<0.01)

Veri seti Anlatimi degisen gen Anlatimi azalan gen | Anlatimi artan gen
sayisi sayisi sayisi
GSE26910 1069 562 507
GSE34312 1196 495 701
GSE38241 1159 680 479
GSE45016 654 470 184
GSE6919 3824 2225 1599
TCGA-PRAD 3776 2266 1510

4.2 Farkh biyolojik seviyelerdeki igsaret¢i molekiiller ve ilgili biyolojik siiregler

4.2.1 isaretgi reseptorler

Fiziksel etkilesimi olan reseptérlere ait bilgi, Karagoz vd. (2016) tarafindan yayinlanmig
yuksek guvenilirlik skoruna sahip insan protein-protein etkilesim agindan elde edilmistir.
Kullanilan etkilesim listesinde 5501 protein kodlayan gen ve 916 reseptdr protein arasinda
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toplam 20120 etkilesim baz alinarak analizler gergeklestirilmistir. Reseptér-gen etkilesim
listesindeki genler referans olarak kullanilip, her kanser veri setindeki farkli eksprese olan
genler “reporter features” algoritmasi vasitasiyla skorlanmis ve isaretgi reseptorler
bulunmustur. Patil ve Nielsen (2005) tarafindan yayinlanan “reporter features” algoritmasi,
genel olarak isaret¢ci molekillerin (reseptér, miRNA, TF vb.) hesaplanabilmesine uygun
olacak sekilde MATLAB yazilimi altinda grubumuzca uyarlanmistir. isaretci biyomolekdillerin
z-skorlari hesaplanmig, sonrasinda p-degerine c¢evrilmigtir. Hesaplanan isaretgilerin p-
degerleri ¢oklu karsilastirmalarda kullanilan bir dogrulama metodu olan FDR ile belirlenmis
ve p-degeri 0.05'ten kuguk olanlar dnemli sayilmigtir.

Yapilan analizlerle prostat kanserinde 253 reseptor isaretci olarak bulunmustur. Elimizdeki
diger 12 kanser tirine (Akciger kanseri, Beyin timori, Cilt kanseri, Kolorektal kanser,
Losemi, Meme kanseri, Oral kanser, Over kanseri, C")zofagus kanseri, Pankreas kanseri,
Servikal kanser, Tiroid kanseri) ait sonuglar ile karsilastirildiginda bu reseptdrlerin higbirinin
prostat kanserine 6zgu isaretgi molekul olmadigi gézlemlenmistir.

4.2.2 isaretgci transkripsiyon faktorleri ve miRNA’lar

Deneysel olarak kanitlanmig TF-gen etkilesimleri, HTRIdd (Bovolenta vd., 2012) ve PAZAR
(Portales-Casamar vd., 2009) veri bankalarindan elde edilmistir. 284 TF ve 18302 gen
arasinda 51871 etkilesimin oldugu HTRIdd veri bankasinin, PAZAR veri bankasindaki
etkilesimleri de igerisinde barindirdigi gérulmustir. O ytuzden, HTRIdd tarafindan sunulan
TF-gen etkilesim listesindeki genler referans olarak kullanilip; TF’ler, meta-analiz sonucu
anlatimi farklilasan genler lzerinden “reporter features” algoritmasi vasitasiyla skorlanmis ve
isaretci transkripsiyon faktorleri bulunmustur. p-degeri 0.05’'ten kuguk olanlar istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmigtir.

Deneysel olarak kanitlanmis miRNA-gen etkilesimleri ise miRTarbase (Release 4.5) veri
bankasindan elde edilmistir (Hsu vd., 2014). 2599 miRNA ve 14845 gen arasinda bulunan
322134 etkilesim listesindeki genler referans olarak kullanilip; meta-analiz sonucu anlatimi
farkhlagsan genler tGzerinden “reporter features” algoritmasi vasitasiyla miRNA'lar skorlanmig
ve isaretci miRNA’lar bulunmustur. isaretci TF'lerin tespitinde oldugu gibi, p-degeri 0.05'ten

kii¢uk olanlar 6nemli sayilmistir.

Yapilan analizlerle prostat kanserinde 22 transkripsiyon faktéri ve 425 miRNA dlzeyinde
isaretci molekdl tespit edilmigtir. Elimizdeki diger 12 kanser tdrine ait sonuglar ile

karsilastirildiginda, 4 TF ve 134 miRNA’'nin prostat kanserine 6zgu isaretci molekuller oldugu
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gézlemlenmistir. Ote yandan, prostat kanserinde isaretci oldugu tespit edilen 12 TF ve 75
miRNA'nin ise incelenen 13 kanser turinde ortak oldugu gozlemlenmistir.

13 kanser turini (Akciger kanseri, Beyin timoéru, Cilt kanseri, Kolorektal kanser, Losemi,
Meme kanseri, Oral kanser, Over kanseri, Ozofagus kanseri, Pankreas kanseri, Prostat
kanseri, Servikal kanser, Tiroid kanseri) iceren karsilastirmali analiz sonucunda; 4 TF, 134
mMiRNA, 127 metabolit ve 51 hub proteinin prostat kanserine 6zgu isaretgi molekuller oldugu,
prostat kanserinde de bulunan 12 TF, 75 miRNA ve 18 hub proteinin ise butin kanserlerde
ortak oldugu gdézlemlenmistir.

Transkripsiyon faktor ve miRNA gibi transkripsiyonu dizenleyici molekiiller tespit edildikten
sonra, bu molekdllerin transkripsiyonunu dizenledigi genlerin kodladigi hub proteinlerle,
arastirma grubumuz tarafindan kurulan buttnlesik transkripsiyon diizenleyici ag olan TF-gen,
miRNA-gen ve TF-miRNA iligkileri kullanilarak potansiyel hub protein-TF-miRNA Uglusu
kurgulanmistir. Prostat kanseri icin toplam 8 hub protein-TF-miRNA Uglusu tespit edilmistir
(Tablo 3).

Tablo 3. Prostat kanserine ait hub protein-TF-miRNA Ug¢llsu

Hub protein TF mMiRNA
CDK1 TP53 hsa-mir-107
C1QBP ESR1 hsa-mir-375
MYC ESR1 hsa-mir-375
JUN MYC hsa-mir-429
MYC MYC hsa-mir-429
PTEN MYC hsa-mir-429
RBBP4 MYC hsa-mir-429
MYC E2F1 hsa-mir-449a

4.2.3 isaretgi metabolitler

isaretci metabolitlerin tespiti igin insan Metabolik Atlas (Human Metabolic Atlas-HMA) veri
bankasinda yer alan jenerik Human Metabolic Reaction (HMR 2.0) (Mardinoglu vd., 2014)
modeli ile meta-analiz sonucu anlatimi farklilasan genlerin bilgisi butlnlestirilerek, enzim
kodlayan genlerin etrafindaki metabolitlere ait p-degerleri hesaplanmistir. P-degeri 0.05'ten
kiiguk olanlar, isaretci metabolitler seklinde sunulmustur. Simulasyonlarin gergeklestiriimesi
icin ara yUz olarak BioMet Toolbox (v2.0) (Garcia-Albornoz vd., 2014) kullaniimigtir.
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Yapilan analizlerle prostat kanserinde 546 metabolit, dizeyinde isaret¢ci molekil tespit

edilmigtir. Elimizdeki diger 12 kanser tOrine ait sonuglar ile karsilastinldiginda, 127

metabolitin prostat kanserine 6zgu isaret¢i molekuller oldugu gértlmagtar.
4.2.4 Merkezi nitelikteki hub proteinler

Farkli veri bankalarindaki bilgileri kapsayan, grubumuzca olusturulmus olan protein-protein
etkilesim agi bu ¢galismada da kullaniimigtir (Karagoz vd., 2016). Meta-analiz sonucu anlatimi
farkhilasan genler ile iligkilendirilen protein etkilesimleri tanimlanmis ve ekspresyon ydnine
gore protein-protein etkilesim agi insa edilmistir. Protein-protein etkilesim agi grafik teorisi
kullanilarak, yénlendiriimemis gizgeye cevrilmis ve G = (V, E) fonksiyonu olusturulmustur: V
proteinleri gosteren digumleri, E proteinler arasindaki ikili etkilesimlerdeki bagintiyi ifade
etmektedir. AgJin gdrsellestirimesi ve topolojik 6zelliklerin hesaplanmasi Cytoscape
(Shannon vd., 2003) yazilimi ve CytoHubba (Lin vd., 2008) paketi ile yapilmigtir. Merkezi
proteinlerin (cekirdek veya hub protenler) belirlenmesi icin daha 6nce de kullanmig
oldugumuz dual-metrik topolojisi uygulanmistir (Karagoz vd., 2015). Kullanilan lokal metrik
derece (degree), global metrik ise yakinlik merkeziligidir (betweenness centrality). Derece
agdaki bir dGgime bitisik digim sayisina gére tanimlanan bir 8l¢l iken yakinlik merkeziligi
agdaki bir digimun diger tim diglimlere en kisa yoldan uzakliklarini hesaba katan bir
Olgudur. Bu iki 6lgindn birlikte degerlendirildigi dual-metrik topoloji sonrasi ¢ekirdek (hub)

protein setleri belirlenmigtir.

Prostat kanseri igin kurulan protein-protein etkilesim agi incelendiginde 1422 protein
arasindaki 3313 etkilesim gorilmektedir (Sekil 1A). Yapilan analizlerde prostat kanserinde
110 hub protein duzeyinde isaret¢i molekul tespit edilmistir (Sekil 1B). Elimizdeki diger 12
kanser tlrune ait sonuglar ile karsilastirildiginda, 51 hub proteinin prostat kanserine 6zgu
isaretci molekuller oldugu, 18 hub proteinin ise butin kanserlerde ortak oldugu

gbzlemlenmisgtir.
4.2.5 isaretgi gen ve proteinler ile iligkili biyolojik siiregler

Birgok gen veya protein ayni biyolojik yolakta/surecte yer alabilmektedir. Tek bir geni analiz
etmek yerine bir gen kiimesini analiz etmenin daha glgli sonuglar verdigi bilinmektedir. Gen
seti islev zenginlestirme analizi (Subramanian vd., 2005) hangi gen kimelerinin hangi
biyolojik yolaklarda veya slreclerde goérev aldiini belilemede kullanilan istatistiksel bir
analizdir. Bu galismada da ekspresyonunda farklilik gésteren genlerin islev zenginlestirme

analizleri, molekuler yolak ve Gen Ontolojisi (GO) terimi olan biyolojik sure¢ icin
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ConsensusPathDB gen seti zenginlestirme araci kullanilarak

(Kamburov vd., 2009)
gerceklestiriimistir. Yapilan analizlerde, yolaklarla iligkili olarak KEGG, Reactome ve Biocarta
veri bankalarindan cekilen bilgiler tercih edilmistir. Zenginlestirme analizlerinde p-degeri

0.05'ten kiguk olanlar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 1. Prostat kanseri icin protein-protein etkilesim agi kurulumu ve analiz sonuglari. A)
Prostat kanseri igin olustuurulan protein-protein etkilesim agi. B) Prostat kanserinde derece
ve yakindalik merkeziligi ol¢ilerine goére anlamli ¢ikan isaretci hub proteinler.

Tablo 4. Prostat kanserine ait mRNA seviyesinde degigiklik gosteren genlerin yer aldig
molekuler yolaklar

Molekiiler yolak ismi P-degeri FDR diizeltmesi
Fokal adezyon 2.84x1016 5.19x1013
ECM-reseptdr etkilegimi 1.01x10 9.24x10°
Aktin sitoskeleton dlizenlenmesi 1.77x10 1.05x10°8
Kanser yolaklar 2.31x101! 1.05x10°8
Kardiyomiyopati 7.59x101! 2.31x1008

Prostat kanseri icin molekuler yolak bilgileri ve biyolojik streg bilgilerinin p-degerine gére en
anlamli ilk 5'i Tablo 4 ve 5’de gosterilmektedir.
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Tablo 5. Prostat kanserine ait mMRNA seviyesinde degisiklik gosteren genlerin yer aldigi

biyolojik sureg bilgileri

Biyolojik siire¢ ismi P-degeri FDR diizeltmesi
Hulcresel sureclerin negatif dizenlenmesi 8.02x10% 1.22x103
Hucresel sireglerin pozitif dizenlenmesi 3.02x10% 2.30x10%
Huicresel bilesenlerin organizasyonunun diizenlenmesi | 1.34x1028 6.81x102%6
Hucre farklilagmasi 3.05x10?7 1.16x1024
Sinyal iletiminin diizenlenmesi 1.38x1026 4.21x10%

4.2.6 isaretgi metabolitlerin iligkili oldugu yolaklar

Tespit edilen isaret¢i metabolitlere ait zenginlestirme analizi igcin MBRole 2.0 biyoinformatik

araci (Lopez-lbanez vd., 2016) kullaniimistir. Analizde metabolitlere ait KEGG bilesen

isimleri belirlenerek bu metabolitler ile iligkili KEGG yolaklari tespit edilmigtir. P-degeri

0.05’ten kiglk olanlar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Prostat kanserine ait isaretci metabolitlerin yer aldigi en anlamli ilk 5 molekdler yolak, p-

degeri ve duzeltilmis p-degeri ile birlikte Tablo 6’da verilmistir. Tabloya bakildiginda, pirin ve

pirimidin gibi ndkleik asit metabolizmalari ve yag asidi metabolizmalariyla ilgili yolaklarin

prostat kanserinde 6n plana ¢iktigr gordlmektedir.

Tablo 6. Prostat kanserine ait isaretgi metabolitlerin yer aldigi molekuler yolak bilgileri

Metabolik yolak ismi p-degeri Duzeltilmis p-degeri

Metabolik yolaklar <1.00x102° <1.00x102°

Sitokrom P450 ksenobiyotiklerin metabolizmasi <1.00x102° <1.00x102°
Yag asidi biyosentezi 3.71x101° 2.24x108
Pirimidin metabolizmasi 1.23x10° 5.57x10®
Arjinin ve prolin metabolizmasi 6.38x108 2.31x10®
Purin metabolizmasi 4.47x107 1.35x10°
Oksidatif fosforilasyon 7.28x107 1.88x10°
Glisin, serin ve treonin metabolizmasi 1.59x10°6 3.60x10°
PirGivat metabolizmasi 5.26x10° 1.06x104
Birincil safra asidi biyosentezi 6.30x10° 1.14x104
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4.3 Hedef ilaglarin belirlenmesi

Hedef ilaglarin belilenmesinde prostat kanseri hastalarinda mRNA seviyesinde anlatimi
farkhilik gosteren genler ile tespit edilen isaret¢i molekiller dikkate alinarak cgesitli ilag
repozisyonu algoritmalari kullanilmistir.

4.3.1 Mevcut web araclari kullanilarak gercgeklestirilen ilag repozisyonu galismalari

Kapsamli bir literatlr taramasi yapilarak, ila¢ repozisyonu amaciyla gelistiriimis kamuya agik
web tabanli aracglar tespit edilmistir (Tablo 7). Bunlarin arasinda geneXpharma, arastirma
grubumuz tarafindan gelistiriimis transkriptom tabanh bir ila¢g repozisyonu algoritmasidir

(Turanli vd., 2017).

Tablo 7. Kamuya acgik web tabanli ilag repozisyonu araclari

Arag ismi Web baglanti adresi
BalestraWeb http://balestra.csb.pitt.edu/
canSAR http://cansar.icr.ac.uk

ConnectivityMap | https://portals.broadinstitute.org/cmap/

DeSigN http://design.cancerresearch.my/

DrugSURV http://www.bioprofiling.de/GEO/DRUGSURV
DSigDB http://tanlab.ucdenver.edu/DSigDB/DSigDBv1.0/
DT-Web http://alpha.dmi.unict.it/dtweb/

geneXpharma http://genexpharma.org

PROMISCUOUS | http://bioinformatics.charite.de/promiscuous/

RE:fine drugs http://drug-repurposing.nationwidechildrens.org
repoDB http://apps.chiragjpgroup.org/repoDB/
RepurposeDB http://repurposedb.dudleylab.org

STITCH http://stitch.embl.de/

Daha sonra ¢esitli girdiler kullanilarak bu araclar prostat kanseri tedavisinde kullanilabilecek
ilaglarin tespiti icin denenmigtir. Mevcut web tabanl araglarin bir bolimu tek gen/protein
verisini girdi (input) olarak kabul etmektedir. Bu dogrultuda, proje kapsaminda tespit edilen
isaretci MRNA ve proteinler kullaniimistir. Girdi olarak kullanilan bu isaretgi proteinler
arasinda prostat kanserinin en iyi bilinen ve klinikte kullanilan ¢ biyoisaretcisi olan “androjen
reseptori (AR), folat hidrolaz 1 (FOLH1) ve Kkallikrein iligkili peptidaz 3 (KLK3)” de
bulunmaktadir. Ote yandan, bu araglarin biyiik bolimii ise girdi olarak gen veya protein
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setini kabul etmektedir. Bu aracglarda girdi olarak kullaniimak lGzere, 1 numarali is paketi
kapsaminda gergeklestirilen, prostat kanseri iligkili Kanser Genom Atlasi (TCGA) ve diger

transkriptom veri setlerinin meta-analizi ile elde edilen “anlatimi prostat kanserli dokularda

onemli oranda degisen genlerin” listeleri kullaniimistir.

Bu calismada, ayrica, Gato ve ark. (2015) tarafindan primer prostat timorlerinden elde
edilmis proteom verileri analiz edilerek, anlatimi 6énemli oranda degisen (p<0.05) 9000
civarinda protein tespit edilmigtir. Transkriptom verilerinin meta-analizi ile elde edilen
“anlatimi farkhlasan mRNAlarin listesi” ile bu proteinlerin listesinin kesisimi alinarak hem
protein hem de mMRNA seviyelerinde anlatimin yoniu ayni (artan/azalan) olacak sekilde ortak
molekiillerin tespiti saglanmis ve web araclarina girdi olarak kullaniimistir. Ayrica, CMap2 ve
DeSigN gibi araglarda, anlatimi artan ve azalan molekdillerin listelerinin ayri ayri girdi olarak
verilmesi gerektiginden, gerek goérulen durumlarda anlatim duzeylerinin farkhlagma yonleri
dikkate alinarak girdiler olusturulmustur.

Yukarida 6zetlenen cesitli girdi setleri ve Tablo 7’de sunulan web tabanli ilag repozisyonu
araclarinin  bluytuk boélimu (BalestraWeb 2.0, CMap2, DeSigN, DT-Web, DrugSURYV,
geneXpharma, RE:fine drugs, repoDB, RepurposeDB, STITCH ve PROMISCUOUS) ile
gerceklestirilen benzetimler neticesinde, ¢ok sayida aday ilag tespit edilebilmigtir. Ote
yandan, DSigDB ve canSAR ile gergeklestirilen benzetimlerde istatistiksel olarak anlamli ilag-
gen/protein etkilesimi tespit edilememigtir. Farkh girdiler ve araglarla gergeklestirilen
benzetim sonuglarindaki ortaklklar belirlenerek, en olasi ilag adaylarinin tespit edilmesi
amaglanmigtir. Benzetim sonuglarinin  bir bolimu  Sekil 2’de  érneklendirilmistir. Bu
dogrultuda, histon deasetilaz (HDAC) inhibitdrleri “entinostat”, “vorinostat” ve “depucein” ile
guinacrine olarak da bilinen “mepacrine”, mycobutin olarak da bilinen “rifabutin® ve
“‘dasanatib” en olasi ilag adaylari olarak belirlenmistir. Diger Hsp90 inhibitorleri olan
“alvespimycin” ve “geldanamycin”, anti-enfeksiyon ajanlari “norfloxacin”, “berberine” ve
“pyrvinium”, anti-histamin “antazoline”, anti-psikotikler “flupentixol” ve “nortriptyline” ve daha

onlarca molekul benzetimlerde 6n plana gikan ilag adaylari arasinda yer almistir.

25



v

TUBITAK

A B : i
= \ oL o f@ . | & \
3 Ry 4y
DSigDB &
&anSAR
:
PROMISCUOUS Y
‘
| w*m -
Balstralieh 2.0 bm
""‘Q ,,,,, mr
RE:fine Drug: L'En
‘\\ 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
\
\\k m KLK3 mFOLH1 mAR

Sekil 2. Prostat kanserinde ila¢ repozisyonu amaciyla farkli web-tabanli araclar kullanilarak
gerceklestirilen benzetimlerin degerlendiriimesi. A) Anlatimi hem mRNA hem de protein
seviyesinde farklilasan molekiller girdi olarak kullanilarak CMap2 ve DeSigN araglarinda
gerceklestirilen benzetimlerin c¢iktilari B) Tek gen/protein bilgisinin (AR veya FOLH1 veya
KLK3) girdi olarak kullanilmasi sonucu cesitli araclarda benzetim sonuglari.

4.3.2 Prostat kanserine o6zgli genom olgekli metabolik model uzerinden ilag

repozisyonu

Transkriptom ve/veya proteom verileriyle desteklenmis genom dlgekli metabolik modeller
(GEM'ler), kanser metabolizmasi hakkinda bilgi sunmakta ve potansiyel biyobelirtegleri,
terapétik ajanlan ve ilag hedeflerini tanimlamak icin sikga kullaniimaktadir. Proje
¢alismalarinin bu béliminde, 6zetle, prostat kanseri metabolizmasini arastirmak ve ayni
zamanda etkili tedavi olarak uygulanabilecek yeni terapétik ajanlari kesfetmek igin
kisisellestiriimis transkriptom verileri (> 450 6rnek) ve prostat kanserine 6zgu proteom verisi
yardimiyla prostat kanserine 6zgu bir GEM olugturulmustur. Bu agsamada, anlatimi farkhlasan
genlerin tespiti yani sira, gereklilik (essentiality) (Zhang vd., 2015) ve DIRAC (Differential
Rank Conservation) (Eddy vd., 2010) analizleri gibi farkli ydontemlerle fenotip degerlendirmesi
yapildi. Ayrica, CMap2 (Lamb vd., 2006) verileri kullanilarak ¢ farkli kanser hicre hattina
(PC3, MCF7, HL60) ait, 1000’den fazla ilacin bu hicre hatlarina uygulamasi sonrasindaki
gen ekspresyon profilleri incelendi ve ilag-gen etkilesimleri istatistiksel olarak tahmin edildi.
Prostat kanseri metabolizmasindaki degisikliklerin tam tersini gésteren gen-ilag etkilesimleri
bulunup, GEM Uzerinde yer aldiklari biyokimyasal reaksiyonlardaki aki profilleri degistirilerek
prostat kanser metabolizmasina etkisi incelendi. Son asamada in silico hicre canliligi
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analizleriyle aday ilaclarin prostat kanser hiicresinin ¢ogalmasi Uzerindeki etkileri incelendi
ve sonraki ¢alismalar igin aday olabilecek ilaglar belirlendi.

ilk asamada, 495 primer prostat timérii olan kisiden alinan transkriptom verileri, NCBI
Genome Data Commons'dan (Grossman vd., 2016) "TCGAbiolinks" R / Bioconductor paketi
(Colaprico vd., 2016) kullanilarak elde edilmistir. Transkriptom verileri, FPKM cinsine
donustirilmis ve medyan ekspresyon degeri FPKM = 1 kriteri kullanilarak filtrelenmistir
(Bidkhori vd., 2018). Hastaliga ve dokuya 6zel protein bilgisininin GEM'le butunlestiriimesi
icin, proteom verileri HPA siriim 18.0'dan elde edilmistir (Uhlén vd., 2015). Her proteinin
anlatimi, duisuk, orta ve ylksek gibi bolluk seviyeleri araciliiyla transkriptom verileri ile
batunlestiriimistir. 1CancerCore modeli (Uhlen vd., 2017) kalip model olarak kullanilarak,
RAVEN arag¢ kutusundaki tINIT (dokular icin buttnlestirici ag ¢ikarimi) algoritmasi (Agren vd.,
2014) ve Mosek ¢ozucl (versiyon 8) aracihdiyla prostat kanserine 6zgu modelin kurulumu
saglanmistir. Prostat kanseri icin toplam 471 kisisellestirimis GEM, insan Patolojisi
Atlasi'ndan (Uhlen vd., 2017) saglanmis ve MATLAB (R2017b)'de bireysel metabolik
varyasyonlari kapsayacak sekilde birlestirilmistir. Verilerinin  birlesik bir modelle
batunlestiriimesi, bireysel metabolik varyasyonlari yakalayan prostat kansere 6zgu bir GEM

sunmustur.

Bu calismada olusturulmus prostat kansere 6zgu GEM, kigilerden alinan transkriptom ve
prostat kanser dokusuna 0zgu proteom verisini igerir. Prostat tumorleri arasindaki
heterojenite, hastaligin kanserli olmayan prostatla kargilastiriimasini da engellemektedir. Bu
nedenle, prostat kanserli hastalarda tim metabolik reaksiyonlari ve ilgili gen ekspresyonlarini
iceren 450’1 askin Kkigilestiriimis modelin birlesimine dayanan bir GEM kurulumu
gercgeklestirilmigtir. Prostat kanser metabolizmasini ifade eden modelin analizleri surekli
olarak degismis lipit metabolizmasi / steroid biyosentez yollarini vurgulamaktadir.

ikinci agsamada, anlatimi farklilasan genler (DEGIer) ve metabolik imzalari tanimlanmistir.
TCGA’dan c¢ekilen ham transkript verileri ve R / Bioconductor paketi "DESeq" el kitabi
kullanilarak iki fenotip arasindaki anlatim seviyesi farklilik gdésteren genler saptanmisti. Gen
ekspresyonu degisikliklerine bagh olarak 6nemli dlgude zenginlestiriimis metabolitleri
tanimlamak icin, olusturuimus modelin ag topolojisi araciligiyla RAVEN (Agren vd., 2013)
yazilimi Gzerinden isaret¢ci metabolit algoritmasi ile isaret¢i molekdller belirlenmistir. Bu
metabolitler, metabolik agin farkl bilesenleri arasindaki tedirginliklerden etkilenen merkezi
bilesenleri vurgulamaktadir (Patil ve Nielsen, 2005).
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Benzetimler, hiicresel kompartmanlarina bakilmaksizin 86 yukari reglile olmus metabolit ve
76 asagl regule metabolit ile sonuglanmistir. Yukari regule edilen isaretci metabolitlerin bir
ornegi olarak folat, PRAD hucrelerinin invazivligini (Green vd., 2013) ve folik asitin yuksek
fizyolojik seviyelerini cesitli prostat kanseri hicre hatlarinin hem buydmesini hem de
invazivligini stimule etmektedir (Petersen vd., 2012). Baska bir regule edilmis metabolit olan
prostaglandin E2, arakidonik asitten siklooksijenaz enzimleri (6rn., COX2) ile duretilen
biyoaktif bir lipiddir; prostat tumoru buyumesi ve anjiyogenez ile pozitif bir korelasyona
sahiptir (Jain vd., 2008). Ayrica, yad asidi biyosentezinde rol oynayan diger isaretgi
metabolitleri, primer safra asidi biyosentezi, mitokondride yag asidi uzamasi, folattan
etkilenen bir karbon havuzu ve kalsiyum sinyal yolaklari PRAD'de yukari regule edilen genler
ile iliskili bulunmustur. Ozellikle, steroid biyosentezine katilan 4-alfa-metilzymosterol, 14-
demetillanosterol, 4-alfa-metilzymosterol-4-karboksilat ve 4,4-dimetil-5alfa-cholesta-8-en-
3beta-ol gibi metabolitler isaret¢i olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Prostat kanserinde asagi
reglle edilen metabolitlerin, parin-pirimidin  metabolizmasi, nikotinat ve nikotinamid

metabolizmasi ile iligkili olduklari da gézlemlenmistir.

Olusturusmus modelin diger gen kumeleriyle birlikte gen dizenini analiz etmek igin
MATLAB'da DIRAC algoritmasi (Eddy vd., 2010) uygulanmistir. Algoritmanin merkezi
kavrami, katillan genlerin goreceli ifade siralarina dayanmaktadir. Sonuglar, yolaklarin
siralamasinin, fenotiplerin iginde ve arasinda nasil farklilastiginin niceliksel bir 6lgimunu
gostermektedir. Gereklilik (essentiality) analizlerinde (Zhang vd., 2015) ise, GEM vasitasiyla
sentetik Olduridcu genlerin varli@ arastirlmis ve bu amagla RAVEN (Agren vd., 2013)
yazihmi, Mosek ¢ozucl (versiyon 8) ve MATLAB kullaniimigtir. Sik kullanilan analizlere ek
olarak (yani, anlatimi farklilagsmis genler analizi ve isaret¢i metabolitlerin belirlenmesi),
prostat kanseri metabolizmasini ayrintili olarak degerlendirmek igin iki ag baglantili analiz
gercevesi ile olusturulan metabolik model dederlendirilmigtir.

Oncelikle, GEM'lerin belirli bir biyolojik fonksiyonu gergeklestirmek icin gerekli genleri veya
reaksiyonlari belirlemek igin kullanildigi gereklilik (essentiality) analizi yapilmis ve 23 esas
gen belirlenmistir. Bu esas genler, ekspresyonu farklilik gésteren genlerden bagimsiz olarak
tumor buyumesi Uzerinde inhibe edici bir etkiye sahip, anahtar genler olarak tahmin
edilmistir. Esas genler igin yapilan fonksiyonel zenginlestirme analizi, bu genlerin, zymosterol
biyosentezi (FDFT1, SQLE, LSS, CYP51A1, NSDHL, HSD17B7, DHCR24) ve kolesterol
uretimi (DHCR24, DHCRY7, SC5D, EBP) ile iliskili genler dahil olmak Uizere steroid biyosentez
yolunda zenginlestiriimis oldugunu gdstermektedir. MVD, HMGCR, MVK ve PMVK, hem
terpenoid biyosentezinde hem de mevalonat yolunda zenginlestirilmis genlerdir.
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DIRAC algoritmasi ise, timoér ve timorstz olarak secilen iki fenotip icin biyolojik aglar
arasindaki farkhliklarini élgmeye yarayan populasyon dizeyinde karsilagtirmali bir testtir. Bir
anlamda c¢esitli biyolojik yolaklarin nicellestiriimesi igin kombinatoryal etkilesimlerin
degerlendiriimesine izin verir. Analiz sonucunda, lipit metabolizmasinin (ve daha spesifik
olarak glikosifingolipid biyosentezi, eter lipit metabolizmasi ve steroid biyosentezi) prostat
kanserinde kansersiz prostat dokusu ile karsilastirildiginda degisken olarak ifade edildigi
ortaya ¢ikmistir. Ek olarak, timor érneklerinde riboflavin metabolizmasi, pentoz fosfat yolu ve
tiroid kanseri yolagi 6n plana ¢ikmaktadir. Bu gozlemler, steroid biyosentezin 6nemini
vurgulamistir (Sekil 3). Steroid biyosentez yolu sadece normal prostat gelisimi igin degil ayni
zamanda prostat kanserinin ilerlemesi icin de blylk dnem tasimaktadir (Sharifi ve Auchus,
2012).

Farklh analizlerden elde edilen tutarli sonuclar, olusturulan metabolik modelin temsili
islevselligini ortaya ¢ikarmaktadir. Daha dnce yapilan ¢alismalar, prostat timédrlerinin esas
olarak ortaya ciktigi prostat tumorlerinin ¢cevrelerinde kolesterol ve steroid biyosentezine yol
acan bu genlerin 6nemli bir oraninin oldugunu gdstermistir (Kadhi vd., 2017; Sinnott vd.,
2015). Prostat kanseri metabolizmasinin calismanin icinde ve baska calismalarla arasindaki
tutarlihdina ek olarak, bu anahtar genler ve bunlarin iligkili yollari ilag kesfi veya ilag
repozisyonu igin bir firsat sunmaktadir. Ornegin, statinler gibi lipit diistriicii ilaglar prostat
kanseri ile iligkili mortaliteyi azaltmada ve genel tUmor riskini azaltmada yararli bir etki
gOstermistir (Turanh vd., 2018).

Calismada metabolik gen imzalarinin tersine dayall bir ilag repozisyonu hedeflenmistir. Bu
maksatla, metabolik model igerisindeki tanimlanan anlatimi farklilasmis genler, metabolik
gen imzalarn olarak tanimlanmistir. Bu genlerin KEGG biyolojik yolaklarinda arastiriimasi,
Ozellikle lipid yolaklarinda (6rnegin, sifingolipid, eter lipit, gliserofosfolipid ve gliserolipid
metabolizmasi), antibiyotiklerin ve peroksizomun biyosentezinde p-degeri<0,05 anlamlilik
dizeyinde zenginlesme egiliminde olduklarini géstermektedir. DIRAC tarafindan ortaya
konulan gézlemlere ve zenginlestirme analize ek olarak, bu genler ayrica glutatyon, P-alanin,
purin metabolizmasi, arginin-prolin metabolizmasi, misin tip O-glikan biyosentezi ve ilag
metabolizmasi-sitokrom P450 gibi diger yolaklarda da yer almaktadirlar. Bu sonuglar, tim
protein kodlayici genlerin bir alt grubunu temsil etmesine ragmen, prostat kanseri modelinde
bulunan metabolik genlerin, hala terapétik hedefleme igin hastalik metabolizmasini ve
anahtar metabolik yollari yakalayabildigini gdstermektedir.
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Sekil 3. In silico modelleme sonuglari ve prostat kanserinde anahtar yolaklardan biri olarak
streoid biyosentezi yolagi. A) TCGA’dan alinan transkriptom verisi ile HPA'dan alinan
proteom verisinin protein-kodlayan genler agisindan karsilastirimasi. B) Farkli diizeylerdeki
metabolik gen sayilari. C) Prostat kanserine 6zgii GEM ile iCancerCore modelindeki gen
sayilari. D) Prostat kanserine 6zgli GEM ile iCancerCore modelindeki tepkisme sayilari. E)
ve F) Prostat kanserine 6zgin GEM'’in gen ve tepkime sayilari agisindan kapsami. G) Yolak
seviyesindeki kat degisimleri (FC) (p-degeri<0.05). H) 23 esas genden 171’inin iceren KEGG
steroid biyosentez yolagi

ilag repozisyonu yapilabilmesi igin, cesitli ilaglarin 274 yukari ve 367 asagi diizenlenmis
olmak Uzere toplam 641 gen Uzerindeki etkileri CMap2 verilerinde taranmistir. CMap2, farkli
kanser hicre dizileri Uzerinde gergeklestirilen 1309 ilag pertirbasyon deneyi igcin 6100 gen

ekspresyon profili icerir (Lamb vd., 2006). ilaglarin etki derecesi, CMap2'de girdi olarak
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sorgulanan metabolik gen ifadesi profillerine gére, Kolmogorov-Smirnov (KS) benzerlik
skorlari ve rastgele permitasyon testine bagl istatistiksel anlamlliklarina (p degeri) goére
hesaplanmistir. Pozitif bir benzerlik puani, ilaca bagh ifade profilinin sorguya benzerligini,
negatif bir puan ise tersini gostermektedir. P degeri ise, rastgele bir imza verildiginde ayni
iliskiyi bulma olasiligini gosterir. Prostat kanserinde metabolik imzalarin tersine cevrilmesi
icin negatif benzerlik skoruna ve disuk p degerine (p degeri <0.05) sahip énemli ilaglar, ilag
adaylari olarak belirlenmigtir. Bu kapsamda, negatif skora sahip ilaglardan istatistiksel olarak
anlaml olan (p-degeri<0,05), 43 tane ilag aday! belirlenmistir.

In silico olarak ila¢ etkinligini test etmek igin, 6nce ilag-gen iliskilerinin belirlenmesi
gerekmektedir. Hem tedavi edici etkisini 6n gordigimuiz 43 ilaci daha fazla filtrelemek hem
de yeni ilagc-gen etkilesimlerini belirleyerek metabolik model Uzerinde denemek amaciyla
ilacla iligkili gen ekspresyon profilleri asagidaki gibi buttnlestirilmistir. CMap2 (Build 02,
https://portals.broadinstitute.org/cmap/) veri setlerinin (HT-HG U133A) arasindan, HL60
(insan promyelositik 16semi), MCF7 (insan gdgus adenokarsinomu) ve PC3 (insan prostat
kanseri) olmak lzere 3 hicre hatti igin veri setler elde edilmistir. TUm analizler her hiicre hatti
icin ayri ayri yapilmistir. Ham veriler, gcrma paketi (https://bioconductor.org/packages/)
kullanilarak R'de islenmistir (Iskar vd., 2010). Normalizasyondan sonra, en ylksek
konsantrasyona sahip tek bir tedavi, gen ifadesi en ylksek korelasyonlari gésteren tedavilere
dayanilarak segilmistir. Hiyerarsik kimelenmeye dayanan analiz sonrasi, aykiri dederler ve
ortalama gen ifadesi, kontroller arasinda hesaplanmistir. Bu yaklagim, 683 tedavi 6rnegi ve
hicre hatti basina tek bir kontrol ile sonuglanmistir. Daha sonra, her hicre-gen etkilesimine
goére glven skoru, U¢ hicre hattindan Log2 FC degerleri kullanilarak hesaplanmis, her ilag
icin yaklasik 12.300 gen ve 683 ilagtan olusan Log2FC igeren ilag gen matrisi
degerlendirilmistir. Verilerin normal dagilima uydugu gorulmus ve standart z-skorlari, her bir
ilag-gen ciftinin matrisindeki U¢ hdcre hatti icin ayri ayri hesaplanarak p-degerine
donusturulmustur. Her bir hicre hattindan gelen bilginin batlnlestiriimesine dayanarak her
bir ilag-gen ciftinin bir giiven skorunu hesaplamak i¢in Bayes formuli kullaniimistir. Disuk p-
degerine sahip etkilesimlerde, given puani 1'e yaklastigi igin; CS>0.5 kriteri ylksek gliven
seviyesi olarak kabul edilmigtir.

Veri uyumu ve filtreleme igleminden sonra, g hicre hattindaki (PC3, HL60 ve MCF7) 683
ilacta yaklasik 12300 gen icin ilaglarin genin ekspresyonuna etkisi log2 kat degisikligi (FC) ve
glven puani (CS) olarak hesaplanmistir. Her ilag icin kontrol edilen 12228 genden kritere
uyan gen sayllari 24 ile 97 arasinda degisiklik gdstermistir. Metabolik gen seti, guven
puanini iceren 683 ilagla 515 genden olugan bir etkilesim matrisi Gzerine haritalandiginda, 43
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negatif skora sahip aday ilactan sadece 23 tanesinin 683 tane gen-ila¢ etkilesim bilgisine

sahip oldugumuz veriyle ortustugu gorulmastur (Sekil 4).

Metabolik model Uzerinden gerceklestirilen benzetimler sirasinda ilaglarin prostat tiumor
metabolik modelinde etkisini test etmek igcin, amag¢ fonksiyonu olarak biyokutle Gretimi
secilmistir. Ilacin etkilesim gosterdigi genleri iceren tepkimeler bulunup, PRAD gen
ekspresyon verilerinin tersi olacak sekilde reaksiyonlarin aki degerlerinin, alt ve Ust sinirlar
% 20 oraninda arttirimig veya azaltiimistir. Belirlenen kisitlar icinde amag fonksiyon
degerinin maksimize edilmesi igin lineer programlama algoritmasi uygulandiktan sonra,
metabolik model Uzerinde inhibitoér etki gosteren ilaglar prostat kanseri tedavisi icin ilag
adaylari olarak sunulmustur. Bu analizler sonucunda, 23 ilag adayinin metabolik gen
setindeki genlerin anlatiminin tersine ila¢ etkisi gosterdigi goérulmus ve olasi aday ilaclar

olarak degerlendirmeye alinmigtir (Sekil 5).
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Sekil 4. ilag repozisyonunda takip edilen yol ve ara sonuglar. A) 3 hiicre hattinda (PC3,
HL60, MCF7) ilaclarin gen anlatim seviyelerine etkilerini gosteren 1si haritalar (log2FC > 0.2
kriterini saglayan genler gdsterilmistir). B) Her hicre hattinda ilag-gen etkilesimleri igin
hesaplanan gluven skorlari ve p-degerlerine cevrilmesi. C) Ters ydénde metabolik etki
gosteren 23 ilag ile 515 metabolik gen imzasinin guven skorlari.

Bu calismada 6nerilen etkilesimlerin ve ilag hedeflerinin, ¢bézinmus tasiyici (SLC) proteinleri
(6rnegin, SLC19A1), bliylime faktorleri (6rnegin, FGFR) veya karbonik anhidrazlar (CAs, EC
4.2.1.1) ve glutatyon S-transferazlar (GSTler, EC 2.5.1.18; GSTM3, GSTM4, GSTZ1 ve
MGST3) gibi enzimler gibi bilinen anti-kanser ila¢g hedeflerine sahip benzer bir protein
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ailelerine mensup oldugu géralmastur. Tum belirlenen hedefler arasinda (CS>0.5), %10 SLC
protein ailesindendir.
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Sekil 5. Tespit edilen aday ilaglar. A) 23 aday ilacin 515 imza genin anlatimina etkisini
goOsteren 1s1 haritasi, KS benzerlik skorlari ve p-degerleri. B) 11 aday ilag ise 71 gen
(CS>0.5) igin ilag-gen etkilesim agi.

4.3.3 ilag repozisyonu sonuglarinin kapsamli degerlendirilmesi ile ilag adaylarina karar
verilmesi

Gerek mevcut web araglari kullanilarak gergeklestirilen, gerekse prostat kanserine 6zgu
genom Olgekli metabolik model Uzerinden gercgeklestirilen ilag repozisyonu calismalari
neticesinde ¢ok sayida ilac adayi tespit edilmigtir. Bu aday ilaclar, prostat kanseri ile daha
once iliskilendirilmis mi diye bulmak i¢cin PubMed Uzerinden kapsamli bir literattr taramasi
yapilmistir. Literatlr taramasi, gdézlemlerimize olan givenimizi daha da glglendirerek, prostat
kanseri tedavisi icin bu calismada Onerilen ilaglardan 12'sinin zaten prostat kanseri
tedavisinde o6nerildigi veya test edildigi gorldimustir. Bu sonuglari gelecek analizler igin
pozitif kontrol olarak kabul ederek kalan ilaglara yogunlagildiginda, diger kanserle ilgili
mevcut calismalar, ilag etki mekanizmasi bilgisi, etkilesimde bulundugu proteinler ve bu
proteinlerin kanserlesme mekanizmalari ile iligkisi, ilacin temin kolayligi ve benzeri agilardan
ilgili literatir ve veri bankalari (DrugBank, PharmGKB, KEGG Drugs, vb.) ¢ercevesinde
degerlendirilerek 11 ilacin daha o©nce prostat kanseri igin anti-kanser ajan olarak
tanimlanmadidi ve deneysel calismalar icin uygun olabilecegi degerlendirilmigtir. Bunlar
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arasinda, anti-bakteriyel, anti-helmintik ve anti-protozoal ajanlar, ditretikler, opioidler, p-

adrenerjik antagonist ve NMDA reseptdr inhibitor tipleri dahil olmak Uzere ¢esitli ilag gruplari

vardir.

Calismanin ilerleyen safhalarinda, 11 aday ilacin gen/protein etkilesimlerine odaklaniimig
olup ilag hedeflerinin, antibiyotiklerin biyosentezi, amino asitlerin biyosentezi, glioksilat ve
dikarboksilat metabolizmasi ve kanserde merkezi karbon metabolizmasi gibi KEGG biyolojik
yolaklarinda zenginlesirken; O-glikan isleme, protein glikozilasyonu, uzun zincir yag asidi
metabolizmasi, sterol ve Kkolesterol biyosentezi, lipid metabolizmasi, glutatyon tarevi
biyosentez, defosforilasyon, folik asit metabolizmasi ve transportu Gene Ontology (GO)
biyolojik sureclerinde zenginlestigi gortlmustar.

Prostat kansere 6zgu metabolik model ile in silico hicre canlihidi testleri 11 ilag igin
incelendiginde, 5 ilacin (sulfametoksipiridazin, azlosilin, morantel, hidroflumetiyazid ve
ifenprodil) timoér bldylimesini %80-90 oranda inhibe ettigi gérilmis ve bu 5 ilag deneysel
calismalar icin éncelikli adaylar olarak degerlendiriimistir. Ote yandan, morantel, insanlar da
dahil olmak Uzere bir ndrotransmitter olarak asetilkolin kullanan tim organizmalar icin toksik
oldugundan (Holden-Dye, 2007), ge¢miste insan tedavisinde kullaniimadidindan ve
gunimuizde temininde blylk glglikler ¢cekilmekte oldugundan ¢alismanin ilerleyen deneysel
safhalarinda aday bir ila¢ olarak degerlendiriimemistir. Yerine benzetimlerde diger bir aday
ilac olarak karsimiza cikan “zenarestat” calismaya dahil edilmistir.

4.4 Aday ilaglarin prostat kanseri hiicre hatlarinda sitotoksik etkisinin aragtiriimasi
4.4.1 Hedef ilaglara yonelik deneysel ¢aligmalarin tasarimi

Calismada, ilgili literatir dikkate alinarak, prostat kanserinde klinik agidan 6nemli farkli
Ozellikler gosteren U¢ kanser hiicre hatti (LNCaP, PC3 ve 22Rv1) ile bir kontrol grubu hiicre
hatti (RWPE1) kullaniimasi planlanmistir: RWPE1 (ATCC-CRL-11609) immortalize edilmis
normal insan prostat epitel hicreleridir ve ¢alismada kontrol grubu olarak kullaniimaktadir.
LNCaP (ATCC-CRL-1740) prostat kanserinin metastaz yaptigi lenf nodlarindan izole edilmig
androjen reseptort pozitif (AR+) bir hicre hattidir. PC-3 (ATCC-CRL-1435) prostat
kanserinin metastaz yaptigi kemik dokularindan izole edilmis androjen reseptéru negatif (AR-
) bir hicre hattidir. 22Rv1 (ATCC-CRL-2505) immun yetersizli§i olan farede ksenogrefte
edilmis insan primer prostat karsinom hucreleri olan androjen reseptori pozitif (AR+) bir
hicre hattidir.
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Ayrica, androjen reseptérinin overeksprese oldugu, prostat kanserinin metastaz yaptig
omurgadan izole edilen VCaP (ATCC-CRL-2876) hucre hattinin deney grubu olarak
kullaniimasi planlanmis ve bu amagla hicreler kultir ortamina alinmistir. Ancak, hicreler
tum optimizasyon calismalarina ragmen buydtilememistir. Calismada, metastatik 6zellikte
AR+ olan hicre hatti LNCaP saglikh bir sekilde buyGtildigu icin ATCC’den yeni bir VCaP
hicre hatti siparis edilmemistir. Bunun yerine daha 6nce calismada ©Oneri metninde
kullaniimasi planlanmayan ancak in silico calismalarda kullanilan veri setlerinin de
Ozelliklerini daha iyi yansitmasi agisindan primer prostat kanseri hlcre modeli olarak
22Rv7T’in kullaniimasina karar verilmigtir. Tium htcre hatlart ATCC hlcre bankasindan temin
edilmigtir.

RWPE1 hicreleri inek hipofiz bezi ekstresi (BPE- bovine pituitary extract) ve insan
rekombinant epidermal bulylime faktéri (EGF) igeren &6zel serum olmayan keratinosit
(Keratinocyte Serum Free Medium (K-SFM) Kit, (Katalog no. 17005-042, GIBCO) besiyeri,
LNCaP, PC3 ve 22Rv1 hicreleri RPMI-1640 (Katalog no. P04-16500, Pan Biotech) besiyeri,
VCaP DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, katalog no. 30-2002, ATCC) besiyeri,
%10 fetal sigir serumu (FBS-fetal bovine serum,Katalog no. 10500-064, GIBCO) ve 1%
penisilin-streptomisin (Katalog no.P06-07050, Pan Biotech) kullanilarak 37°C’de %95 CO2
iceren inkUbatdrde kaltire edilmistir. Hicrelerin yodunlugu buyataldukleri petri kabinda
yaklasik %70-80 oranina ulastiginda alt kultirleri (pasaj) yapilmistir. Petrideki besiyeri
cekildikten sonra yaklasik 8-10 ml (10 cm’lik petri igin) 1X PBS ile yikama yapilmig, hlcre-
hicre ve hucre-yluzey baglantilarini koparmak igin hdcrelerin Ustine 1-1.5 ml 1X Tripsin-
EDTA (katalog no. P10-020100, Pan Biotech) eklenip yaklagik 2-3 dk 37°C, %5 CO2
inktbatérinde bekletilmistir. Enzimatik reaksiyonu durdurmak icin petri kabina besiyeri
eklenip karisim pipetlenerek santrifij tipune aktariimistir. Oda sicakhdinda yaklasik 1200
rpm’de 5 dk santrifjin ardindan Ust sivi gekilip ve belirlenen oranda seyreltmek amaciyla
tipan dibinde olusan hicre pelletinin Ustliine taze besiyeri eklenmistir. Hucre cokeltisi
homojen olarak dagitildiktan sonra taze besiyeri bulunan petrilere damla damla ilave edilip
370C’de nemli, %5 CO2 inkubatérinde buylmesi saglanmistir. Cogaltilan htcreler %5
DMSO igeren bazal besiyeri ile dondurularak galismalarda kullaniimak (zere -800C’de
mililitrede 106 hicre olacak sekilde stoklanmistir.

4.4.2 ilaglarin ICs, degerlerinin belirlenmesi

Sitotoksisite deneylerine ilaglarin IC50 degerlerinin belirlenmesi ile baslanmistir. Sitotoksisite
deneylerine ilk olarak N-Methyl-D-aspartate (NMDA) reseptdr antagonisti olan ifenprodil ile
baslanmistir. Hiicreler sayilarak 96 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta RWPE1 igin 6 x
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102 hicre/ kuyu, PC-3 icin 8 x103 hicre/ kuyu, LNCaP ve 22Rv1 igin 12 x 102 hiicre/ kuyu
olacak sekilde besiyeri ortamina ekildi ve yapismalari igin inklibasyona birakildi. Farkh
coziiciilerde ¢dzillerek hazirlanmis olan ifenprodil (12.5, 25, 50, 100, 200, 400, 600, 800 ve
1000 uM), Hydroflumethiazide (10, 100, 250, 500, 750, 1000 pM), Azlocillin
(100,200,300,400,500,600,700 puM), Sulfamethoxypyridazine (10,100, 250, 500,750 ve 1000
MM) ve Zenarestat (10, 100, 250, 500, 750, 1000 uM) stok soliisyonlarindan hicre kultar
besiyeri icinde gerekli seyreltmeler yapilarak her bir ilaca 6zgl parantez icinde belirtilen
¢alisma konsantrasyonlari hazirlandi ve hicrelere uygulandi. Kontrol grubundaki hicrelere
de c¢6zlcliye bagh olarak %0.1 oraninda aseton (Hydroflumethiazide), %0.1 dH20
(Azlocillin), %0.1 DMSO (Sulfamethoxypyridazine ve Zenarestat) iceren besiyeri uygulandi.
Daha sonra plakalar 24, 48 ve 72 saatlik inkibasyonlara birakildi.

inkiibasyon sonrasi canlilik belirlemeleri Alamar Blue (AB) cell viability reagent (Katalog no.
DAL1100, Thermo Fisher) kullanilarak yapildi. Her bir kuyucuga 10 yL AB eklenerek
370C’de 1-4 saat inklbe edildi. Spektrofotometrede (Synergy H1, Biotek) 570 nm ve 600
nm’de absorbans ol¢ctiimleri alindi. AB degerleri asagida verilen Formul 1 kullanilarak negatif

kontrol grubuna gore normalize edildi.

Elde edilen veriler ile her hiicre hatti icin 24, 48 ve 72 saatlik inklibasyonlar sonunda 1Cso
degerleri (Tablo 8) hesaplandi. Hesaplamalar ve verilerin istatistiksel analizi icin GraphPad

Prism (versiyon 7.0) programi kullanildi.

Tablo 8'de bos gdsterilen sonuglar 1Cso hesaplamalarinin yapilamadigi ya da GraphPad
Prism programinin ¢ok ylksek degerler verdigi durumlar ifade etmektedir. Tablo 8'de
gosterilen sonugclar 1s1ginda her bir ilag 6zelinde asagidaki yorumlar yapildi ve siregelecek

galismalarda kullanilacak ilaglara karar verildi.

ifenprodil: Tim hiicreler ve uygulama saatleri dikkate alindiginda en anlamli sonuglar 24
saatlik uygulama sonucunda géruldi (Tablo 9). Kontrol grubu hicresi olarak kullanilan
RWPE1 icin 1Cso 905 olup ilacin bu hiicrelere etki etmedigini gosterdi. PC3 ve LNCaP igin
daha dusuk degerler elde edilmis olmakla birlikte en disuk deger 22RV1 i¢cin hesaplandi.
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Tablo 8. Aday ilaglarin prostat kanser hlicre hatlarinda belirlenen ICso degerleri

ilaglar (24 saat inkiibasyon) RWPE 1 PC 3 22 RV1 LNCaP
Ifenprodil 905.0 275.0 76.9 370.2
Hydroflumethiazide 904.7 66.71 275.7 244.7
Azlocillin 596.3 1211 444.4 514
Sulfamethoxypyridazine - - - -
Zenarestat 335.8 778.5 - 209.6
llaglar (48 saat inkiibasyon) RWPE 1 PC3 22 RV1 LNCaP
Ifenprodil 831.0 834.0 527.1 826.0
Hydroflumethiazide 869.0 - 81.32 29.15
Azlocillin 684.4 527.5 1322.0 646.5
Sulfamethoxypyridazine - 34.54 - 22.78
Zenarestat 133.3 270.8 - 206.0
llaglar (72 saat inkiibasyon) RWPE 1 PC3 22 RV1 LNCaP
Ifenprodil 836.0 830.1 300.6 370.9
Hydroflumethiazide 114.4 7547 640.1 33.18
Azlocillin 24.48 18.51 18.29 5504
Sulfamethoxypyridazine - 42.08 140.7 744.3
Zenarestat 140.5 245.1 - 183.2
Tablo 9. ifenprodil uygulanan hiicrelerde 1Cso degerleri

RWPE 1 PC3 22 RV1 LNCaP Siire

905.0 275.0 76.9 370.2 24 saat
831.0 834.0 527.1 826.0 48 saat
836.0 830.1 300.6 370.9 72 saat

Hydroflumethiazide: Tum hucreler ve uygulama saatleri dikkate alindiginda en anlamli
sonuglar 48 saatlik uygulama sonucunda goérildi (Tablo 10). Bu stirede RWPE1 icin ICsg
869’dur ve ilacin hicrelere etkisinin 22RV1 (ICso 81.32) ve LNCaP (ICso 29.15)’e kiyasla
olmadigini dusindurdiu. Ancak 48 saatlik uygulama sonundaki hesaplamada PC3 icin

anlamli bir deger bulunamadigi igin 24 saatlik uygulamada elde edilen 1Cso dikkate alindi.
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Tablo 10. Hydroflumethiazide uygulanan hiicrelerde 1Cso degerleri

RWPE 1 PC 3 22 RV1 LNCaP Siire

904.7 66.71 275.7 244.7 24 saat
869.0 - 81.32 29.15 48 saat
114.4 754.0 640.1 33.18 72 saat

Azlocillin: Her bir hiicre hatti icin 24 ve 48 saatlik uygulamalar sonunda ICso dederleri oldukca
yuksek hesaplandi ve oOzellikle 48 saatlik uygulamada ilacin kanser hucrelerini ¢ok
etkilemedigi disundldd. 72 saatlik uygulamada kanser hicre hatlari PC3 ve 22RV1igin ICsg
degerleri dusuk olmakla birlikte, RWPE1 icin de dusuk bir deger bulundugu icgin 72 saatlik
uygulamanin kontrol hicrelerini de etkiledigi dustnildid. LNCaP icin ¢ok ylksek bir deger
hesaplandi.

Tablo 11. Azlocillin uygulanan hicrelerde 1Cso degerleri

RWPE 1 PC 3 22 RV1 LNCaP Siire

596.3 1211 444 .4 51.4 24 saat
684.4 527.5 1322.0 646.5 48 saat
24.48 18.51 18.29 5504.0 72 saat

Sulfamethoxypyridazine: Antibakteriyel bir ilag olan sulfamethoxypyridazine uygulamasi
sonucunda 6zellikle kontrol grubu olarak kullanilan RWPE1 igin her Ug¢ saat (24, 48 ve 72)
uygulamasi i¢in anlamli bir 1Cso degeri hesaplanamadi (Tablo 12). Diger kanser hicre hatlari
icin de kendi iginde tutarli ICso degerleri bulunamadi. Ornegin LNCaP hiicre hatti icin 48
saatte ICso 22.78 iken, 72 saatte 1Cso 744.3 olarak hesaplandi. 22RV1 icin sadece 72 saatte
ICs0 hesaplandi. PC3 icin 48 ve 72 saatlik ICso deg@erleri birbiri ile tutarli olmakla birlikte
kontrol hiicrelerine ait 1Cso degerleri olmadigi igin tam bir yorum yapilamadi.

Tablo 12. Sulfamethoxypyridazine uygulanan hiicrelerde ICso degerleri

RWPE 1 PC3 22 RV1 LNCaP Siire

- - - - 24 saat
- 34.54 - 22.78 48 saat
- 42.08 140.7 744.3 72 saat

Zenarestat: ilag uygulamasinin her (i¢ farkl sirede 6zellikle kontrol grubu hiicreleri
RWPE7™’leri, PC3 ve LNCaP hicrelerine gére daha c¢ok etkiledigi goruldi (Tablo 13).
Deneysel calismalar sirasinda 22RV1 hicreleri yeterli sayida olmadidi icin ilag bu hiicre
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hattina uygulanmadi. Ancak zaten kontrol grubu hicreleri etkilendigi i¢in uygulamanin
22RV1’de devam ettiriimemesine karar verildi.

Tablo 13. Zenarestat uygulanan hiicrelerde |Cso degerleri

RWPE 1 PC3 22 RV1 LNCaP Siire

335.8 778.5 - 209.6 24 saat
133.3 270.8 - 206.0 48 saat
140.5 245.1 - 183.2 72 saat

4.4.3 Alamar Blue Yontemi ile Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi

Her bir ilacin hicrelere sitotoksik etkisi alamar blue kullanilarak belirlendi.

ifenprodil: Sekil 6'da gorildugu gibi, ifenprodilin RWPE1 hatti (izerinde 6zellikle 24 saatte
sitotoksik etkisinin ¢ok olmadigi géruldia. PC3, 22RV1 ve LNCaP hicre hatlar igin
ifenprodilin konsantrasyon ve zamana bagli olarak sitotoksik etki yaptigi ve hicre

proliferasyonunun azaldigi tespit edildi.

Hydroflumethiazide: Hydroflumethiazide kullaniminin RWPE1 hatti (zerinde 6zellikle 24
saatte sitotoksik etkisinin gok olmadigi goérulda (Sekil 7). PC3, 22RV1 ve LNCaP hucre
hatlari i¢in Hydroflumethiazide konsantrasyon ve zamana bagli olarak sitotoksik etki yaptigi

ve hucre proliferasyonunun azaldigi tespit edildi.

Azlocillin: Sekil 8'de gdéruldagua gibi, RWPE1, PC3, 22RV1 ve LNCaP hicre hatlarinin
higbirisinde 24 saatlik azlocillin uygulamasinin konsantrasyona bagli olarak sitotoksik etki
yapmadigi ve hucre proliferasyonunu azaltmadidi tespit edildi.

Sulfamethoxypyridazine: Sekil 9°da goruldugu gibi, RWPE1, PC3, 22RV1 ve LNCaP hicre

hatlarinin higbirisinde 24 saatlik sulfamethoxypyridazine uygulamasinin konsantrasyona
bagh olarak sitotoksik etki yapmadigi ve hiicre proliferasyonunu azaltmadigi tespit edildi.
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Sekil 6. ifenprodil konsantrasyonlarinin, prostat kanseri hiicre hatlarinda Alamar Blue
absorbsiyon sonuglarina goére 24 ve 48. saat % hucre canlilik grafikleri (Kontrol: medyum
icinde % 0.1 DMSO)

Zenarestat: Zenarestat kontrol grubu RWPE1 igin sitotoksik etki gosterip hicre
proliferasyonunu azaltti (Sekil 10). PC3 ve LNCaP hucre hatlarinin higbirisinde 24 saatlik
zenarestat uygulamasinin konsantrasyona bagli olarak sitotoksik etki yapmadigi ve hicre
proliferasyonunu azaltmadidi tespit edildi.

Bu sonuglar 1siginda, 1Cso de@erleri ve sitotoksite analizleri dikkate alinarak proje
kapsaminda yapilmasi planlanan ileri deneylere ifenprodil ve Hydroflumethiazide ile devam
edilmesine karar verilmistir.
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Sekil 7. Hydroflumethiazide konsantrasyonlarinin, prostat kanseri hiicre hatlarinda 24 ve 48.
saat % hucre canlilik grafikleri (Kontrol: medyum i¢inde % 0.1 Aseton)
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22RV1 Azlocillin 24 h LNCaP Azlocillin 24 h
Sekil 8. Azlocillin konsantrasyonlarinin, prostat kanseri hucre hatlarinda 24. saat % hucre
canlilik grafikleri (Kontrol: medyum icinde % 0.1 dH20)
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Sekil 9. Sulfamethoxypyridazine konsantrasyonlarinin, prostat kanseri hiicre hatlarinda 24.
saat % hucre canlilik grafikleri (Kontrol: medyum icinde % 0.1 DMSO)
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LNCaP Zenarestat 24 h

RWPE 1 Zenarestat 24 saat PC3 Zenarestat 24 h

Sekil 10. Zenarestat konsantrasyonlarinin, prostat kanseri hiicre hatlarinda 24. saat % hicre
canlilik grafikleri (Kontrol: medyum icinde % 0.1 DMSO)

4.5 Kaspaz aktivasyonlari ile aday ilaglarin Apoptotik etkisinin belirlenmesi

Kaspazlar gerek 6lum reseptorleri araciligi ile gerekse mitokondriyal apoptozda goérev alan
proteazlardir. Apoptoz hicre iginden veya hicre digindan gelen 6lum sinyalini aldiktan sonra
proteazlarin (kaspaz) aktivasyonunu igeren hiicre 6lum mekanizmasidir. Apoptotik suregte
rol oynayan kaspazlar Gg¢ gruba ayrilir. (1) Baslatici kaspazlar; (Kaspaz 2,8,9,10), (2) Efektor
kaspazlar (Kaspaz 3,6,7), (3) inflamatuar kaspazlar (Kaspaz 1,4,5,11,12,13,14).
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Kaspaz 3,6 ve 7 apoptozun baslatiimasinda gorevli degildir ve apoptoz sinyalini gliglendirip
hicresel bozulmaya aracilik ederler. Kaspaz 8 ve 9 baslatici kaspazlardir ve kaspaz 8
apoptozun hicre digi yolaktan, kaspaz 9 apoptozun hiicre igi yani mitokondri yolagindan
baslatildigini belirtir. Kaspaz-3, apoptoz mekanizmasinin tamamlanma fazinda yer alan ve
apoptozun sonlandiriimasindan sorumlu (sonlandirici) kaspazlardan biridir. Kaspaz-3 hem
dissal apoptotik yolak Uzerinden, hem de i¢sel (mitokondriyal) apoptotik yolak UGzerinden
aktiflesebilir. Kaspaz-3, kromatin kondensasyonundan, DNA fragmentasyonundan ve hiicre
iskeletine ait proteinlerin yikimindan sorumludur. Bu nedenle bir hicrede kaspaz-3 enzim
aktivitesinin belirlenmesi, o hlcrenin apoptoza gittiginin en énemli kanitlarindan biridir (Sekil
11).

Death Ligand
TNF- lph FASL,TRA\L

EXTRINISIC PATHWAY r r ?ﬁ:‘;‘ “F:;etg;;s

TATAAL LYY

TR | r

Adaptors o
/ FADD, TRADD
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Autocatalytic Procaspase-8
Activation BID

b
‘_. —>» BIDCleavage
Caspase-8

Mitochondrial Membrane
Destabilizes - releasing
cytochrome C

o= — ()
Caspase-3/7 .
Activation of Cytochrome €
' Caspase-9 \ Apail

I Cyctochrome C

dATP
Sekil 11. Apoptozun hicre i¢i ve hiicre disi yolaklarinin basit sematik gosterimi.

APOPTOSOME

llag maruziyeti sonrasi apoptozun hangi yolak araciliiyla basladigi ve apoptozun erken veya
gec evrede olup olmadidinin belirlenmesi icin, Kaspaz 3/7, 8 ve 9 olgumleri Cell Meter
Multiplexing Caspase 3/7,8 and 9 activity assay floresan kit (Aat bioquest) kullanildi.

RWPE1, PC3, 22RV1 ve LNCaP hicreleri 96 kuyucuklu tabakalara her kuyuda 100 pl
besiyerinde kit protokoline uygun olarak 20000 hicre olacak sekilde ekildi ve yapigmalari
icin bir gece boyunca CO, etiivde inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan her hiicre hatti 24
saat siureyle belirlenen ICsy degerlerinde hydroflumethiazide ve ifenprodil’e maruz birakildi
(Tablo 14). Maruziyetin ardindan kit protokoliine uygun olarak kaspaz belirtecgleri eklendi ve
floresan mikroplate okuyucuda floresan dl¢cimleri alindi (Tablo 15, 16). Kaspaz seviyeleri her
hicre hatti igin kontrole gére normalize edildi.
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Tablo 14. Hucrelerin ifenprodil ve hydroflumethiazide icin 24 saat inklibasyonda ICso
degerleri

Hiicre hatlan ifenprodil (uM) Hydroflumethiazide (uM)
RWPE 1 905.8 904.7
PC 3 275.1 66.71
LNCaP 370.2 2447
22RV1 76.9 275.3

Tablo 15. Kaspaz dlgumlerinde kullaniimak izere RWPE-1 igin revize edilen doz degerleri

Ifenprodil 80uM 300 u M
Hydroflumethiazide 80uM 280 u M

Tablo 16. Kaspaz 3/7, 8 ve 9 icin spektral dalga boylari

Kaspaz Floresans Eksitasyon Emisyon
Kaspaz 3 (Kaspaz 3/7) Kirmizi 535 nm 620 nm
Kaspaz 8 Yesil 490 nm 525 nm
Kaspaz 9 Mavi 370 nm 450 nm

4.5.1 ifenprodil’in Kaspaz 3/7, 8 ve 9 Aktivasyonu ile Apoptotik etkisinin arastiriimasi

RWPE-1 kontrol hicre hattinda 24 saatlik 1Cso (905.8 pM) degerinde ifenprodil
uygulamasinin ardindan kaspaz 9 seviyesinde kontrole gore oldukga ylksek degerlerde artis
gézlemlendi (Sekil 12A). Kaspaz 9 seviyesinde gézlemlenen bu artis ifenprodil'in apoptozu
hicre ici yolak vasitasiyla indukledigini gostermektedir.

Kemoterapotik dozlarda saglikh hicrelerde olusabilecek etkilerin tahmin edilebilir olmasini
saglamak igin calismada kullanilan diger hicre hatlarinin (PC3, 22RV1 ve LNCaP) ICso
degerlerine yakin iki doz degeri (80 uM ve 300 uM) belirlendi. Bu doz degerlerinin 24 saatlik
uygulamasinin ardindan RWPE-1 kontrol hicre hattinda kaspaz seviyelerinde artis
gézlemlenmedi. Bu sonug, ifenprodil'in prostat kanserinin tedavisinde kullanilabilirliginin
arastiriimasi icin yapilacak ileri ¢alismalarda 6nemli bir dayanak noktasi olusturabilir. Ayni
doz degerlerinin 48 saatlik uygulamasinin ardindan kaspaz 9 seviyelerinde kontrole gore 80
MM doz deg@erinde %20, 300 uM igin % 5 lik artis gézlemlendi (Sekil 12).
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Sekil 12. RWPE-1 hilcre hattinda 24 saat (A ve B) ve 48 saat (C) Ifenprodil inkiibasyonu
ardindan kaspaz seviyelerinde meydana gelen degisimler. (p <0.05)

PC-3 hucre hattinda 24 saatlik ICso dozunun (275.1 uM) uygulanmasinin ardindan kaspaz 9
seviyesinde kontrole oranla oldukga yiksek artis gdézlemlendi (Sekil 13A). 48 saatlik
uygulamanin ardindan kaspaz 9 seviyesinin 24 saatlik uygulamadan daha dusik oldugu
gozlemlendi (Sekil 13B), bu sonu¢ 24 saat icin belirlenen 1Cso de@erinin 48 saatlik
uygulamada apoptozu indiklemek igin yetersiz kaldigini diasundurmektedir. Bu sonuglar
ifenprodilin PC-3 hiicre hattinda da apoptozu hicre igi yolaktan baslattigini géstermektedir.
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Sekil 13. PC-3 hiicre hattinda 24 saat (A) ve 48 saat (B) Ifenprodil inkiibasyonu ardindan
kaspaz seviyelerinde meydana gelen degisimler (p <0.05)

22RV1 hicre hattinda 24 saatlik 1Cso dozunun (76.9 uM) uygulanmasinin ardindan batin
kaspaz seviyelerinde artis gézlemlenirken (Sekil 14A), 48 saatlik uygulamasinda yalnizca
kaspaz 9 seviyesinde artis gozlemlendi (Sekil 14B). Daha 6nce elde edilen sonuglara
istinaden bu hiicre hatti icinde apoptozun hiicre igi yolak vasitasiyla baglatildiginin
dusundlmesine ek olarak kaspaz 8 seviyesinde ki artigla beraber apoptuzun ilerletildigi ve
boylece kaspaz 3 seviyelerinde artig gézlemlendigi dustinulmektedir. Diger hicre hatlarindan
farkh olarak bu hlcre hattinda her kaspaz seviyesinin artmasi ifenprodile yanitin hicreye
6zgu oldugunu disindirmektedir. 48 saatlik sonug ile beraber bu hiicre hatti iginde

apoptozun hicre ici yolaktan baglatildigi séylenebilir.

45



®

TUBITAK

22RV1 24 saat A 22RV1 48saat B
150

200- @
@ mm Control ] mm Control
- ai
@ 150 B3 ifenprodil 769w § 100 B3 ifenprodil 76.9uM
[
o - 5 %
53 w
o g 1004 83
- £ 50
£ =
2 50 3]
° 2
s .

o A > < 6:"’% rp;b
) 2 r & R i
2 3 & 0‘& @
Q @‘-’Q @?Q [
006 [} <

Sekil 14. 22RV1 hlcre hattinda 24 saat (A) ve 48 saat (B) Ifenprodil inkibasyonu ardindan
kaspaz seviyelerinde meydana gelen degisimler. (p<0.05)
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Sekil 15. LNCaP hiicre hattinda 24 saat (A) ve 48 saat (B) Ifenprodil inkiibasyonu ardindan
kaspaz seviyelerinde meydana gelen degisimler. (p <0.05)

LNCaP hicre hattinda 24 saatlik ICsp dozunun (370.2 uM) uygulanmasinin ardindan kaspaz
9 seviyesinde kontrole oranla oldukga ylksek artig gozlemlendi (Sekil 15A), 48 saatlik
uygulamanin ardindan kaspaz 9 seviyesinin 24 saatlik uygulamadan daha dusik oldugu
gozlemlendi (Sekil 15B). Bu sonug¢ 24 saat igin belirlenen ICso degerinin 48 saatlik
uygulamalarda apoptozu indiklemek igin yetersiz kaldigini distindirmektedir. Bu sonuglar
ifenprodilin LNCaP hiicre hattinda da apoptozu hicre igi yolaktan baslattigini géstermektedir.

4.5.2 Hydroflumethiazide’in Kaspaz 3/7, 8 ve 9 Aktivasyonu ile Apoptotik etkisinin
arastiriimasi

Apoptoz hicre ici ve disi olmak Uzere baslica iki kaspaz bagimli hicre 6limid yolagi
vasitasiyla tetiklenir ve kaspaz 8 ve kaspaz 9 bu yolaklar i¢in merkezi rol oynarlar. Fas ligand
(FasL) ve tumor nekroz faktor (TNF) apoptoz indukleyici ligand (TRAIL) ile
iliskilendiriimektedir ve kanser hicrelerinde hicre digi apoptoz yolagindan 6lim sinyalinin
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saglanmasi icin kaspaz 8 aktive edilir. Buna ek olarak kaspaz 8in aktivasyonu Bid
molekulind tBid’ e ddénustlrir ve kaspaz 9 bagdimh mitokondri aracili apoptozu baglatir
(Tamaki ve ark. 2014).

Kanser hucreleri anti kanser ilaglarina maruz kaldiginda, mitokondri membraninda bulunan
pro-apoptotik veya anti-apoptotik molekillerde degisim meydana getirir ve bu degisimler
kaspaz 9 aktivasyonuna neden olur (Konopleva ve ark. 1999). 24 saat hydroflumethiazide
uygulamasi ardindan yapilan kaspaz seviyeleri dl¢gimlerinde kaspaz 8 seviyelerinde her
hucre hatti icin yaygin olarak artis gézlenmesi ile birlikte kaspaz 3 ve kaspaz 9 seviyelerinde
de artis gozlemlenmigtir. Kaspaz 8 seviyelerinde yaygin olarak goérulen artis,
Hydroflumethiazide'in apoptozu hiicre digi yolaktan baslattigini distindirmektedir. Kaspaz 8
artisina eslik eden kaspaz 9 artisinin apoptotik sinyali glglendirdigi ve bdylece kaspaz 3
seviyelerinde artisa neden oldugunu diastndirmektedir. Daha dnce yapilan bir ¢calismada
Jurkat hucre hattinda dis yolaktan gelen apoptoz sinyalinin mitokondri yolagdi tarafindan
amplifiye edildigi gosterilmistir (Heimlich ve Cidlowski, 2005).

RWPE-1 hicre hattinda ICso ve ICso’den dusuk iki doz (80 uM ve 280 uM) degerlerinde
yapilan 24 saatlik ilag uygulamasinin ardinda 80 uM da kontrole gére kaspaz 3 ve kaspaz 8
seviyelerinde artis gozlemlendi (Sekil 16B). 280 uM doz degerinde kontrole gére dedisim
saptanmazken (Sekil 16B), 1Cso degerinde butin kaspaz seviyelerinde artis saptandi (sekil
16A). ICsp’'den duslk iki doz (80 uM ve 280 uM) degerlerinde yapilan 48 saatlik ilag
uygulamasinin ardindan 80 uM doz de@erinde tum kaspaz seviyelerinde buylk 6lgude artig
saptanirken, 280 uM da 24 saatlik uygulamaya gdére daha belirgin bir artis saptandi (Sekil
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Sekil 16. RWPE-1 hucre hattinda 24 saat (A ve B) ve 48 saat (C) Hydroflumethiazide
inkUibasyonu ardindan kaspaz seviyelerinde meydana gelen degisimler. (p < 0.05)

PC-3 hucre hattinda ICso dozu ile 24 saatlik uygulamada kaspaz seviyelerinde anlamli bir
artis gbzlemlenmezken (Sekil 17A), 48 saatlik uygulamanin ardindan kontrole goére bitin
kaspaz seviyelerinde artis goézlendi (Sekil 17B). Kaspaz 8 seviyesinde meydana gelen artisin
kaspaz 9 seviyesinde meydana gelen artistan yulksek olmasi, PC-3 hicre hattinda

apoptozun hicre disi yolak araciligiyla bagladigini digtindirmektedir.

a7



% changes of caspase
levels

PC-3 24 saat

150+

100+

50

v

TUBITAK

A

mm Control
B Hydroflumethiazide 66.71um

% changes of caspase

levels

200+

150

100

50

PC-3 48 saat

A o
& &
0@"‘) oo"Q

mm Control
Em Hydroflumethiazide 66.71uM

Sekil 17. PC-3 hiicre hattinda 24 saat (A) ve 48 saat (B) Hydroflumethiazide inkiibasyonu
ardindan kaspaz seviyelerinde meydana gelen degisimler. (p<0.05)
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Sekil 18. 22RV1 hicre hattinda 24 saat (A) ve 48 saat (B) Hydroflumethiazide inkiibasyonu
ardindan kaspaz seviyelerinde meydana gelen degisimler. (p<0.05)

22Rv1 hicre hattinda PC-3 hicre hattiyla benzer sonuclar gdzlemlendi. 24 saatlik ilag

uygulamasinda kaspaz seviyelerinde anlamh bir artis goézlemlenmezken (Sekil 18A), 48

saatlik uygulamanin ardindan butin kaspaz seviyelerinde artis gézlemlendi (Sekil 18B).

LNCaP hicre hattinda 24 saatlik 1Csp dozunun uygulandigi grupta kaspaz 3 ve 8

seviyelerinde anlamli bir artis gézlemlenirken (Sekil 19A), 48 saatlik uygulamanin ardindan

biatin kaspaz degerlerinde artis gozlemlendi (Sekil 19B). Bitlin bu sonuglar géz 6nlne

alindiginda hydroflumethiazide’in 48. saatte apoptoz igin daha etkili oldugu gorilmektedir.
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Sekil 19. LNCaP hicre hattinda 24 saat (A) ve 48 saat (B) Hydroflumethiazide inkiibasyonu
ardindan kaspaz seviyelerinde meydana gelen degisimler (p<0.05).

4.6 Aday ilaglarin prostat kanseri hiicre hatlarinda migrasyon ve invazyon

davraniglarina etkisinin arastiriimasi

Hucre hareketi yasayan hucrelerin énemli bir 6zelligidir. Migrasyon canhilik kavramini,
embriyonik gelisimi, immuUn yaniti ve kanser metastazi gibi birgcok patolojik sureci kapsar.
Hucrelerin migrasyon davranisinin g¢alisiilmasi biyomihendislik ve biyoloiji ile iligkili alanlar

icin oldukga kullanish bir ydntemdir.

Cok hducreli canlilarda hlcre hareketi gastrulasyon, embriyonik morfogenez, sinir
sisteminin gelisimi, doku homeostazi ve immiin hlcrelerinin ydnlendiriimesinde énemli bir
role sahiptir. Ancak hareket eden hucrelerin kontrol mekanizmasi bozulabilir ve hicrede
inflamasyon ve kanser metastazi gibi patolojik sonuglar gorulebilir. Migrasyon, biyolojide
hicrenin vicut igerisinde yodnlendirilmis herhangi bir hareketini tanimlamak igin kullanilan
kapsayici bir tanimdir. Patolojide, invazyon malignant timoér hicrelerinin doku bariyerini

asarak ve dokular arasina gegmesini ifade eder.

Kanser arastirmalarinda hucre migrasyon galismalari, kanser hastalarinin sagkalimi ve
hastaligin metastatik sureci ile dogrudan iligkilidir. Vicutta kanser yayillimi ve dagilimi igin
kanser hdcrelerinin gocu ve hlcredisi matriksi agsarak invazyon yapmasi zorunluluktur. Bu
nedenle, hucre kiltirinde transwell (boyden chamber) migrasyon ve invazyon yontemi

yaygin olarak kullaniimaktadir.
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Sekil 20. Transwell migrasyon analizi (Boyden chamber analizi). Hlcrenin membrandaki
pordan gecisi gosteriimektedir. (Kramer vd., 2013'ten uyarlanmistir.)

Yeni terapotik ilaclarin metastatik gelisimdeki etkilerinin daha iyi anlasilabilmesi igin hlcre
migrasyonu, invazyonu ve adezyonuna yonelik in vitro metodlar siklikla kullaniimaktadir
(Kramer ve ark., 2013). Bunlardan bir tanesi transwell (boyden chamber) migrasyon/invazyon
analizidir (Sekil 20). Transwell analizi, icinde ve disinda farkli iki medium iceren ¢gemberlerin
porlu bir membran ile ayrilmasi ve bu porlardan huicrelerin migrasyonu temeline
dayanmaktadir. Analiz edilen hiicrelerin boyutuna uygun olarak porlarin ¢aplari segilir. Uygun
olmayan por caplarindan dolayi hicreler disebilir. Genellikle, hiicreler Ustteki besiyerine
ekilir ve dikey dogrultuda alttaki yiksek oranda serum iceren besiyerine dogru porlardan
hareket etmeleri beklenir. Hucrelerin bir pora ulagincaya kadar olan yatay hareketleri
porlardan ge¢cmeleri i¢cin énemli bir parametredir. Migrasyona ugrayan hicrelerin tespiti ve
miktarinin  belirlenmesinde farkli yontemler kullaniimaktadir. Bizim c¢alismamizda da
kullandigimiz gibi, membrani ge¢mis hicreler fikse edilerek, boyanabilir ve sayilari
belirlenebilir. Membranin diger yuzeyinde hicrelerin gézlenme suresi hucre tipine baglidir.
Bu nedenle uygun inkibasyon suresi belirlenmelidir. Migrasyona ugramamis hicreler koton
kulak ¢ubugu ile membranin Ust ylzeyinden temizlenir. Migrasyona ugrayan hcreler ise
fiksasyon sonrasinda hematoksilen, toluen blue ya da kristal violet gibi boyalarla boyanir.
invazyonin migrasyondan temel farki Ustteki besiyerine ekim yapmadan énce membranin
Ustunu hucre disi matriksi taklit edecek matrijel ile kaplamaktir.

Calismamizda, Hydroflumethiazide ve ifenprodil ile 24 saat inkiibe edilen prostat kanseri
hucre hatlarinda migrasyon ve invazyon davranisinda meydana gelebilecek degisimlerin
saptanmasi igin transwell metodu kullanildi. Kontrol hicresi RWPE-1 hcreleri bu ¢calismada
kullaniimadi.

Arastirmamizda, her hicre hatti icin hydroflumethiazide ve ifenprodil'in 1Cso (Tablo 17)
degerleri kullanildi. Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara 1.8x 10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi.
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Hucrelerin yapismalari igin bir gece boyunca 37° C’' de % 5 CO; iceren etlivde bekletildi.
Yapigmalarinin ardindan her hucre icin kendi ICso degerlerinde ila¢c uygulamasi yapildi ve 24
saat 37° C’ de % 5 CO; igeren etlivde inklibasyona birakildi. 24 saat sonra hiicreler tripsinize
edildi ve tripan mavisi kullanilarak toma caminda sayildi.

Tablo 17. Kullanilan ilaglarin ICso degerleri

Hucre hatlari Hydroflumethiazide (uM) ifenprodil (UM)
RWPE 1 904.7 905.8
PC 3 66.71 275.1
LNCaP 2447 370.2
22RV1 275.3 76.9

A 1% FBS

Ust
Upper Transwell
chamber ¢cember

Membrane
Matrigel

10% FBS PC3
20% FBS LNCap
Alt cember

chamber

Sekil 21. Transwell sistemin sematik gosterimi ve deney sisteminde besiyeri igerikleri.
Invazyon analizi icin membran matrijel ile kaplanirken, migrasyon analizleri i¢in hucreler
membrana direkt ekildi. (Pijuan vd., 2019'dan uyarlanmisgtir.)

invazyon analizi igin, hiicre sayiminin ardindan hiicreler bir giin dnceden matrijel eklenen
insertlere ekildi (Sekil 21). insertler ekimden bir gece dnce matrijel ile kaplandi. Matrijel
serumsuz RPMI ile 1:3 oraninda seyreltildi. Her bir inserte, insert yuzeyini kaplayacak sekilde
90 ul matrijel eklendi. Matrijel eklenmesinin ardindan 24 kuyulu plakaya yerlestirilen insertler
bir gece boyunca 37° C’ de % 5 CO: igeren etiivde bekletildi. Hiicre sayisi PC-3 i¢in 40000
hucre/kuyu, 22RV1 ve LNCaP i¢in 75000 hucre/ kuyu olarak belirlendi. Belirlenen sayida
hiicre 400 ul %1 FBS igeren RPMI’ da insertlere ekildi. insertin icinde bulundugu kuyulara
PC-3 icin %10 FBS iceren besiyeri eklendi ve invazyon i¢in 48 saat boyunca inkube edildi.

22RV1 ve LNCaP hucreleri icin matrijel ile kaplanmis insertlerde invazyondan sonug¢
alinamamasinin ardindan, bu hucre hatlari icin matrijel icermeyen insertlere ekim yapildi.
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Hucreler insertlere %1 FBS iceren besiyerinde ekildi. insertlerin iginde bulundugu kuyulara
%20 FBS igeren besiyeri eklendi ve invazyon igin 72 saat inkibe edildi.

inkiibasyonun ardindan hiicreler PBS ile yikandi ve metanol ile fikse edildi. Fiksasyondan
sonra tekrar PBS ile yikanan htcreler 1:10 oraninda steril dH,O ile seyreltien Gemsa boyasi
ile boyandi. Boyamanin ardindan tekrar yilkama yapilarak boyadan arindirilan insertlerin
gorintaleri ters 151k mikroskobunda alindi.

invazyon durumunda matrijel Gzerine ekilen hicrelerin, hem matrijelden hem membran
Uzerindeki bulunan porlardan; migrasyon durumunda sadece porlardan gecmesi beklenir.
llaglarin hiicrelerin migrasyon ve invazyona olan etkilerini arastirdigimiz transwell analizinin
temeli hdcrelerin motilite (hareket) yeteneklerine baghdir. 24 saatlik ilag uygulamasi
yaptigimiz hicre hatlarinin hareket kabiliyetlerinin degisip degismedigini anlayabilmek igin
membranin diger yuzeyine gecen hucrelerin sayilari gézlenmistir. Elde ettigimiz sonugclari,
ilag uygulamasi yapmadigimiz grupta membranin diger ylizeyine hareket eden hiicre sayilari
ile kiyaslayarak invazyon/migrasyon kabiliyetlerinin nasil etkilendigi yorumlanmistir.

Resim 1'de gosterildigi Uzere; PC-3 hucre hattinda kontrolde hem migrasyon hem de
invazyon deneylerinde matrijelden hicre gegisi gdzlemlendi. Hydroflumethiazide ve ifenprodil
uygulamasinin yapildigi deney grubunda matrijelden hicre gegisi gdézlenmedi. 22RV1 hiicre
hattinda kontrol grubunda membrandan olduk¢a az sayida hucrenin gegtigi saptandi.
Hydroflumethiazide ve ifenprodil uygulanan deney grubunda matrijelden hicre gegisi
gbzlenmedi. LNCaP hicre hattinda kontrol grubunda sadece tek bir hiicrenin membrandan

gectigi diger gruplarda hlcre gegisi gézlenmedi.
llag uygulamasi yapilan deney grubu ve yapilmayan kontrol grubu hiicrelerinin membrandan

gegcisleri arasindaki farki kuantitatif olarak goésterebilmek igin yeterli hiicre sayimiz olmadigi
icin bunu planlamis olmamiza ragmen gercgeklestiremedik.
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PC-3 Kontrol PC-3 Kontrol Hydroflumethiazide Ifenprodil

22RV1  Kontrol 22RV1  Kontrol Hydroflumethiazide Ifenprodil

LNCaP Kontrol Hydroflumethiazide Ifenprodil

Resim 1. invazyon ve migrasyon sonrasi inserti gecen hiicrelerin gemsa ile boyandiktan

sonra ters 151k mikroskobunda elde edilen géruntuleri.

4.7 Aday ilaglarin hiicre hatlarinda monolayer koloni olugsumuna etkisinin aragtiriimasi

Kolonijenik veya koloni olusumu analizi yontemi tek bir hdcrenin bir koloni olusturma
kabiliyetini temel alan, in vitro canliik analiz yontemlerindendir. Koloni olugsumu, canli
kolonijenik hicre sayisinin dlgtlmesi yontemidir, canlihdini strduren hicrelerin bélinme ve
kicuk koloni olusturma kapasitesinin anlasiimasi igin bir belirtegtir.

Secilen ilaglarin koloni olusumuna olan etkilerini belirlemek igcin, RWPE1 kontrol hicresi
olmak uzere, PC-3, LNCaP ve 22RV1 prostat kanseri hicre soylarinda 24 saat ilag
uygulamasi sonrasinda koloni olusumunda meydana gelebilecek degisimler saptandi ve
koloni olusumu analizleri yapildi.
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Her hicre hatti icin hydroflumethiazide ve ifenprodil'in 1Cso (Tablo 17) dederleri kullanildi.
Hucreler 6 kuyucuklu plakalara 1.8 x 10° hicre/kuyu olacak sekilde ekildi. Hicreler
yapismalari igin bir gece boyunca 37°C’ de % 5 CO. igeren etiivde bekletildi. Yapismalarinin
ardindan her hiicre igin kendi ICso degerlerinde ilag uygulamasi yapildi ve 24 saat 37°C’de %
5 COg; igeren etlivde inklibasyona birakildi. 24 saat sonra hicreler tripsinize edildi ve tripan
mavisi kullanilarak toma caminda sayildi. Hlicre sayiminin ardindan hicreler PC-3 icin 500
hicre/kuyu, RWPE1, 22RV1 ve LNCaP igin 1500 hucre/kuyu hicre olacak sekilde tekrar 6
kuyucuklu plakalara ekildi. Haftada 2 kez besiyeri degistirilerek 14-21 gin sure ile 37 C’ de %
5 CO; iceren etlvde, koloni olusumun saglanmasi igin inklibasyona birakildi. Koloni
olusumunun goézlenmesinin ardindan koloniler metanolde hazirlanan %0.1’lik kristal viyole
boyasi ile boyanarak sayimi yapildi. Bu ¢alisma Ug¢ kez tekrarlandi ve koloniler sayildi. Hiicre
canlihgini saglayan ve 50 hucreden fazla hlcre iceren her bir koloni sayima dahil edildi. Elde
edilen sonugclarin istatistiksel degerlendirmesi GraphPad Prism 7.0 programi kullanilarak
“unpaired t-test” metoduyla yapildi. Sonuglar ortalamat SEM olarak verildi.

Her bir hicre hatti icin ilaclarin Resim 2’de gosterilen koloni olusumuna olan etkisinin
degerlendirilmesi, ilag uygulamasinin yapiimadigi kendi kontrol grubu ile kiyaslanarak
yapildi. Buna gore Sekil 19’da grafiklerde gosterildigi gibi sayim sonuglarinda; RWPEL hicre
hattinda hydroflumethiazide ile 24 saat inkibasyon sonucunda koloni olusumunda kontrole
gore %23.4 + 5.3 azalma gozlemlenirken, 24 saat Ifenprodil ile inkiibasyon sonucunda koloni
olusumunda %92.9 + 3.3 azalma saptandi. PC-3 hicre hattinda hydroflumethiazide ile 24
saat inkubasyon sonucunda koloni olusumu kontrole gére %74 + 17.5 artis gézlemlenirken,
24 saat Ifenprodil ile inkibasyon sonucunda koloni olusumunda %96.5 + 1.2 azalma
gbzlemlendi. LNCaP hicre hattinda hydroflumethiazide ile 24 saat inkiibasyon sonucunda
koloni olusumu kontrole goére %20 * 4.6 azalma goézlemlenirken, 24 saat Ifenprodil ile
inkiibasyon sonucunda koloni olusumunda %93.4 + 4.4 azalma saptandi. 22RV1 hiicre
hattinda hydroflumethiazide ile 24 saat inkiibasyon sonucunda koloni olusumu kontrole gére
%17 + 2.6 artis gdzlemlenirken, 24 saat Ifenprodil ile inklibasyon sonucunda koloni
olusumunda % 32 + 6.3 azalma saptandi.
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Resim 2. Kristal viyole ile boyanmig koloni gérintuleri.

Sekil 22. istatistiksel olarak analiz edilen koloni sayisi CFU (colony forming unit) degerlerinin
grafikte gosterimi. (p<0.05)
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4.8 Aday ilaglarin soft agarda koloni olusumuna etkisinin arastiriimasi

Soft agar koloni analizi, in vitroda hulcresel transformasyonu degerlendirmek igin yaygin
olarak kullanilan bir yéntemdir. Ankorajdan bagimsiz blylime, transforme hicrelerin kati
yluzeyden bagimsiz blylume kabiliyetinin degerlendirmesi icin kullanilir. Bu kabiliyetin
karakterize edilmesi igin soft agar koloni analizi iyi anlagiimis bir metottur. Hucrelerin
malignant transformasyonu icin en ikna edici ydntemler arasindadir. Bu metod farkli
maruziyet kosullarina hucrelerin verdigi yaniti yari nicel olarak degerlendirmeye olanak
sagdlar.

llag uygulamalarinin, hiicrelerin yiizeye yapismadan koloni olusturup olusturmadigina olan
etkilerinin  belirlenmesi i¢in, RWPE1, PC-3, 22RV1 ve LNCaP hicre hatlarinda
hydroflumethiazide ve ifenprodil maruziyetinden sonra soft agar koloni analizi yapildi.

Hucre sayimi asamasinda monolayer koloni olusumu asamasindaki yontem kullanildi. Hiicre
sayiminin ardindan hadcre sayilar PC-3 igin 2500 hucre/kuyu, RWPE1, 22RV1 Ve LNCaP
icin 5000 hicre/kuyu olarak belirlendi. Belirlenen sayidaki hiicreler % 0.5’lik agaroz iceren 6
kuyucuklu plakalara, %0.3l0k agaroz ve medium esliginde ekildi. Soft agarda koloni
olusumunun goézlenebilmesi igin 14-21 gin boyunca % 5 CO.'lik etlivde birakildi, hafta da 2
kez olmak Uzere taze besiyeri eklendi. Olusan kolonilerin gortntileri ters 1sik mikroskobu ile
alindi ve ilag maruz birakilmayan (kontrol grubu) ve maruz birakilan (test grubu) hcrelerin
koloni boyutlar karsilastirildi. Deney sonugclarinin istatistiksel degerlendiriimesi Student’s t
test ve two way ANOVA metodlar kullanilarak GraphPad prism 8 programinda yapildi. P
degerinin 0.05’ten kuguk olan degerler anlamli olarak kabul edildi. Her deney icin en az Ug
tekrar yapildi.

Her bir hicre hatti icin Resim 3’te gosterilen koloni goérintulerinin degerlendirilerek asagidaki
sonuglar tespit edildi:

RWPEL hicre hattinda hydroflumethiazide’e maruz birakilan hicrelerin olusturdugu koloni
boyutlarinda kontrole gore artig gozlemlenirken, ifenprodil grubunda koloniye rastlanmadi.
PC-3 hicre hattinda hydroflumethiazide’e maruz birakilan hicrelerin olusturdugu koloni
boyutlarinda hafif azalma gdézlemlenirken, ifenprodil uygulamasi sonrasi koloni olugsumu
gozlenmedi. 22RV1 hucre hattinda  koloni  boyutlarinin  deg@erlendirmesinde
hydroflumethiazide uygulamasinin ardindan koloni boyutlarinda kontrole gore degisim
saptanmazken, ifenprodil uygulamasi ardindan koloni boyutlarinda azalma saptandi. LNCaP
hicre hattinda hydroflumethiazide uygulamasinin ardindan koloni boyutlarinda kontrole gére
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hafif bir azalma gézlemlenirken, ifenprodil uygulamasi ardindan soft agarda koloni olugumu
go6zlemlenmedi (Sekil 23).

RWPE-1 Kontrol RWPE-1 Hydroflumethiazide | RWPE-1 Ifenprodil

PC-3 Kontrol PC-3 Hydroflumethiazide PC-3 Ifenprodil

22RV1 Kontrol 22RV1 Hydroflumethiazide 22RV1 Ifenprodil

Kontrol
LNCaP Kontrol LNCaP Hydroflumethiazide LNCaP Ifenprodil

Kontrol

Resim 3. Soft agarda olusan kolonilerin ters 1s1k mikroskobu altinda gérintuileri.
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Sekil 23. Koloni boyutlarinda meydana gelen degisimlerin istatistiksel analizinin grafikte

gOsterimi. (p<0.05.)
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5. TARTISMA

Transkriptom verilerinin hastaliklarla iligkili biyoisaretcilerin tespiti ve mekanizmalarin
aydinlatiimasi acgilarindan 6nemi ile farkli populasyonlardan alinan érneklemde ve farkh
dizileme platformlari altinda elde edilmis verilerin meta-analizinin bu slregte analiz
verimliligini arttirdi§i cesitli calismalarla ortaya konmustur (Calimlioglu vd., 2015; Karagoz
vd., 2015; Gov vd., 2017; Islam vd., 2018; Kori ve Arga, 2018). Ote yandan, TCGA, NCBI-
GEO ve ArrayExpress gibi kamuya acgik veri bankalarinda sunulan genis veri setlerine
ragmen bircok kanser turl icin meta-analize olanak saglayacak transkriptom veri setlerinin
halen kisitl oldugu goérilmektedir. Bahsi gecen veri bankalarinin yani sira ilgili literatirde
tarandiginda, prostat kanseri Uzerine yapilan ¢alismalarin bu agidan yeterli oldugu gortlmus
ve bu galismada saglikli vs. hastalikh érnekler iceren, ¢esitli mikrodizin (Affymetrix, lllumina)
ve RNA dizileme yaklasimlari ile farkli popllasyonlardan drneklemlerle elde edilmis 6 veri
seti (toplam 793 6rnek, Tablo 1) degerlendirilebilmistir.

Calisma kapsaminda incelenen veri setleri birbirinden bagimsiz olarak analiz edildiginde
genomun %1.5 ile %8.4 arasinda bir bolimundn prostat kanseri fenotipinde saglikl fenotipe
oranla yeniden programlandidi goérdimustir (Tablo 2). Meta-analiz neticesinde istatistiksel
olarak anlamh (p<0.01) derecede anlatimi azalan 3803 gen, anlatimi artan 2934 gen olmak
uzere toplam 6737 hastalikta anlatimi farklilagsan gen tespit edilmistir. Cesitli kanser
trlerinde, mRNA seviyesinde anlatimi farkhlik gésteren genler dikkate alindiginda, genom
yeniden programlama oraninin %1 ile %33 arasinda degistigi gérulmektedir (Gov ve Arga,
2014; Gulfidan vd., 2020). Calismalarda anlatimi farkhlik gdsteren gen sayilari incelenen
popilasyona ve kullanilan platforma gére farkhlik gdsterdiginden, mevcut verilerle kanser
tirlerinde bu oran baz alinarak bir siniflama yapmak mimkiin olamamaktadir. Ote yandan,
bu calismada elde edilen bulgularin (Tablo 2) yani sira 12 kanser turu icin TCGA veri setleri
uzerinden yaptigimiz ¢calismada elde edilen sonuglar (Gulfidan vd., 2020) i1siginda, prostat
kanserinde transkriptom seviyesindeki degisimlerin kanserlerin geneline gére nispeten disuk
oranlarda gerceklestigi sdylenebilir.

Genom boyutlu biyolojik aglarin (protein-protein etkilesim agi, transkripsiyon ve post-
transkripsiyon duzenleyici ag ve metabolik ag) transkriptom verilerinin anlamlandiriimasinda
ve cesitli omik verilerinin bltlnlestirilerek hastaliklara ait isaret¢i molekilerin tespitinde
oldukga verimli sonuglar sagladidi cesitli calismalarda gésterilmistir (Karagoz vd., 2015; Kori
vd., 2016; Kori ve Arga, 2018; Sevimoglu ve Arga, 2015; Turanh vd., 2018; Turanh vd. 2019).
Bu galismada da, prostat kanserine ait transkriptom verileri yuksek guvenilirlik degerlerine

sahip, genom Olgekli insan protein-protein etkilesim agi (Karagoz vd., 2016), transkripsiyon
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dizenleyici ag (Bovolenta vd., 2012), post-transkripsiyon diizenleyici ag (Hsu vd., 2014) ve
metabolik ag (Mardinoglu vd., 2014) ile batanlestiriimis ve literatirde etkinligi kanitlanmig
analiz yéntemleri uygulanarak isaretgi biyomolekiller tespit edilmistir. Literatlrdeki cesitli

¢alismalar ve arastirma grubumuzun mevcut verileri 1s1ginda bu isaretgi molekillerin prostat
kanserine 6zgl olup olmadiklari degerlendirilmistir.

Farkli biyolojik seviyelerde diger kanser tirleri ile blylk benzerlikler yakalanirken, belirli
seviyelerde prostat kanserine 6zgli molekullerin tespit edilebilmis olmasi projenin baslica
hipotezlerinden birini dogrulamaktadir. Ornegin, yapilan analizlerle prostat kanserinde 253
isaretci reseptér tespit edilmistir. Ote yandan, 12 kanser turline (Akciger kanseri, Beyin
timord, Cilt kanseri, Kolorektal kanser, Losemi, Meme kanseri, Oral kanser, Over kanseri,
Ozofagus kanseri, Pankreas kanseri, Servikal kanser, Tiroid kanseri) ait sonuglar (Gov, vd.,
2017; Caliskan vd., 2020) dikkate alindiginda bu reseptérlerin higbirinin prostat kanserine
dzgu isaretgi molekil olmadig gézlemlenmistir. Ote yandan, mevcut galismamizda prostat
kanseri icin tespit edilen 4 TF, 134 miRNA, 127 metabolit ve 51 hub proteinin prostat
kanserine 6zgu isaretci molekuller oldugu, prostat kanserinde de bulunan 12 TF, 75 miRNA
ve 18 hub proteinin ise incelenen 13 kanser tiriinde de ortak oldugu goézlemlenmistir.

Kanserler gibi karmasik hastaliklarda mekanizmalari anlama slreclerinde tek bir molekdl
(gen, protein, vb.) UGzerinden yorum yapmak yerine molekil kimesi Uzerinden analiz
gergkelsetirmenin daha gliglii sonuglar verdigi bilinmektedir. islev zenginlestirme analizleri
(Subramanian vd., 2005; Kamburov vd., 2009; Lopez-lbafiez vd., 2016) hangi molekil
kimelerinin hangi biyolojik yolaklarda veya sireclerde gorev aldigini belirlemede kullanilan
etkinligi kanitlanmisg, istatistiksel bir yontemdir. Prostat kanserine ait isaretci molekullerin rol
aldiklan biyolojik sure¢ ve yolaklar incelendiginde; purin ve pirimidin gibi nukleik asit
metabolizmalari, yag asidi metabolizmalari, oksidatif fosforilasyon ve pirlivat metabolizmasi
ilgili metabolik yolaklarin yani sira basta kanser ve kardiyomiyopati olmak Uzere hastalik
yolaklari ile fokal adezyon, ECM-reseptdr etkilesimi, aktin sitoskeletonun dizenlenmesi,
hucre farklilagmasi, hicresel sureglerin ve sinyal iletim mekanizmalarinin dizenlenmesi gibi
biyolojik siireglerin 6n plana ¢iktigi goértlmektedir (Tablo 4-6). Elde edilen bulgular kanserler
icin belirlenen temel 6zellikler (cancer hallmarks) ve bu Ozelliklerle iligkilendirilen biyolojik
sureglerle oldukga yuksek bir uyum gostermektedir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Bu
durum, elde edilen isaret¢ci molekll bulgularinin kanser mekanizmalarinda merkezi/kritik
gérevler Ustlenebilecegi ve bu nedenle etkin ilag hedefleri olarak degerlendiriimeleri
gerekliligi hipotezini desteklemektedir.

Hedef ilaglarin belirlenmesinde prostat kanseri hastalarinda mRNA seviyesinde anlatimi

farkliik gosteren genler ile tespit edilen isaret¢ci molekiller dikkate alinarak cesitli ilag
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repozisyonu algoritmalari kullaniimis; elde edilen ila¢ adaylari, prostat kanseri veya diger
kanserle ilgili mevcut calismalar, ila¢ etki mekanizmasi bilgisi, etkilesimde bulundugu
proteinler ve bu proteinlerin kanser mekanizmalari ile iligkisi, ilacin temin kolayhidi ve benzeri
acilardan ilgili literatur ve veri bankalari (DrugBank, PharmGKB, KEGG Drugs, vb.)
cercevesinde degerlendirilerek in vitro calismalar icin en uygun ilag adaylarinin tespiti
amagclanmistir. Bu dogrultuda, kamuya acik web tabanli araglar (Tablo 7) yani sira grubumuz
tarafindan gelistiriimis  transkriptom tabanl bir ila¢ repozisyonu algoritmasi olan
geneXpharma (Turanli vd., 2017) kullanilmig ve prostat kanserine 6zgli genom d&lgekli
metabolik model Uzerinden 6zgin bir ilag repozisyonu calismasi da gergeklestirilerek aday
ilaclar belirlenmistir.

Benzetimler sonucunda, birgok ila¢ molekulunun olasi ila¢ adayi olarak degerlendirilebilecegi
goérilmustir. Ornegin, “entinostat’ olarak da bilinen MS-275 molekilii en olasi ilag adayi
olarak belirlenmistir. Klinik arastirmalari siren histon deasetilaz (HDAC) inhibitéri olan bu
ilacin cesitli in vitro ve in vivo calismalarda prostat kanseri modellerinde denendigi ve etkili
oldugu rapor edilmektedir (Qian vd., 2007). Benzetimlerin bir bagka ortak sonucu ise FDA
onayh HDAC inhibitéri olan “vorinostat” olarak karsimiza ¢cikmaktadir. Bu ilacin da prostat
kanseri dahil bircok kanser turinde anti-tumor aktivitesi gosterdigi rapor edilmektedir
(Bradley vd., 2009). On plana ¢ikan diger ilaglardan “depucein” patojen bir fungus tarafindan
sentezlenen bir poliketid olup, bir bagska HDAC inhibitérdir (Perry vd., 2010). “Quinacrine”
olarak da bilinen “mepacrine” ise bir antibiyotik olup p53 aktivasyonu ve NF-kB inhibisyonu
gosterdigi icin kanser calismalarinda etkili olabilecedi degerlendirilmistir. Bu kapsamda,
prostat timadru UGzerine gergeklestirilen in vitro ve in vivo ¢alismalarda nikleer proteinler ile
sitoplazmadaki sinyal iletim proteinleri Uzerinde aktivite gosterdidi ve arakidonik asit yolagi ile
coklu-ilag direng mekanizmalarini etkiledigi gosterilmistir (Ehsanian, vd., 2011). “Mycobutin”
olarak da bilinen “rifabutin”, genis spektrumlu bir antibiyotik olup ayni zamanda Hsp90
inhibitorlerine bir 6rnektir. Bu ilag, castrate direncli prostat kanser hiicrelerinde NF-kB
aktivitesini ve CXC-kemokin sinyal iletim yolagini baskilayarak sitotoksisite gdstermistir
(Seaton vd., 2009). Diger Hsp90 inhibitérleri olan “alvespimycin” ve “geldanamycin”, anti-
enfeksiyon ajanlari “norfloxacin”, “berberine” ve “pyrvinium”, anti-histamin “antazoline”, anti-
psikotikler “flupentixol” ve “nortriptyline” ve daha onlarca molekll benzetimlerde 6n plana

¢ikan ila¢ adaylari arasinda yer almigtir.

Benzetimler sonucunda 6n plana c¢ikan ila¢ adaylarindan “dasanatib” bir tirozin kinaz
inhibitéri  olup metastatik protein kanser tedavisinde docetaxel ile birlikte kullanimi
Ongorulmus; ancak faz 3 asmasinda basarisiz olmustur (Philips, 2014). Bu ve benzeri

sebeplerle ilk agamada 6n plana ¢ikan ilag adayinin klinik uygulamalara aktarilamayabilecegi
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dusunulerek, proje kapsaminda farkli seviyelerde veri setleri ile farkli yontem ve araclarla

ortak olarak tespit edilen aday ilaglarin etkinliklerinin denenmesi yoluna gidilmis ve boylelikle
ileri agsamalardaki bagari olasiliinin arttiriimasi hedeflenmistir.

Bu calismanin énemli ¢iktilarindan biri de prostat timora olan kisilerden alinan transkriptom
verileri ile hastaliga ve dokuya 6zel protein bilgisininin (Uhlen vd., 2015), insan kanserleri igin
kalip model olarak kabul edilen ICancerCore modeli (Uhlen vd., 2017) Gzerinde birlestiriimesi
sonucu prostat kanserine 6zgl genom olcekli bir metabolik modelin literatirde ilk kez
olusturulmus olmasidir. S6z konusu model Uzerinden gerceklestirilen benzetimler, steroid
biyosentezin dnemini isaret etmistir (Sekil 3). Nitekim, steroid biyosentez yolunun sadece
normal prostat gelisimi icin dedil ayni zamanda prostat kanserinin ilerlemesi icin de buyuk
o6nem tasidigi bilinmektedir (Kadhi vd., 2017; Sinnott vd., 2015; Sharifi ve Auchus, 2012).

Prostat kanserine 6zgl genom dlgekli bir metabolik model Uzerinden gerceklestirilen ilag
repozisyonu benzetimleri sonucunda, 23 ilag adayinin metabolik gen setindeki genlerin
anlatiminin  tersine ila¢g etkisi gosterdigi gorulmis ve olasi aday ilaglar olarak
degerlendirmeye alinmistir (Sekil 4, 5). Onerilen ilag etkilesimlerin ve ila¢ hedeflerinin,
¢6zUnmus tasiyici (SLC) proteinleri, bliyime faktorleri veya karbonik anhidrazlar ve glutatyon
S-transferazlar gibi enzimler gibi bilinen anti-kanser ila¢ hedeflerine sahip benzer bir protein
ailelerine mensup oldugu goérulmektedir. SLC'ler, dncelikle ilacin aliminda rol oynayan
tasiyici proteinlerdir ve dolayisiyla kemoterapinin etkinligini ve/veya toksisitesini etkileyebilir.
SLC protein ailesinin Gyeleri, saglikh hlcrelerle karsilastirildiginda kanser hicrelerinde buyuk
Olclde farkh ekspresyon profilleri géstermistir ve bu sekilde, kanser terapisinde potansiyel
ilag hedefleri olarak tartisiimiglardir (Li ve Shu, 2014). Ornegin, SLC19A1 baslica
kolaylastirici folat ve tiamin tasiyicilarindan biridir ve norcyclobenzaprine'nin tahmini bir
hedefidir (Lin ve ark., 2015). Bagka bir tahmin edilen ilag hedef grubu olan karbonik
anhidrazlar (CAs, EC 4.2.1.1), daha 6nce glokom, obezite, enfeksiyon ve kanser gibi gesitli
hastaliklari tedavi etmek igin kullaniimis ve ézellikle kemoresistiteyi asmak igin uygulanmistir
(Kopecka vd., 2015). Bildigimiz kadariyla, karbonik anhidraz CA1, prostat kanseri tanisinda
potansiyel bir plazma biyobelirteci olarak belirtiimistir (Takakura vd., 2012), ancak tedavi igin
bir ilag hedefi olarak simdiye kadar sunulmamigtir. Ayrica, bu ¢alisma CA12'nin ifenprodil ile
etkilesime girdigini ongérmektedir.

Hali hazirda ¢oklu kanser turleri igin incelenen ilag hedeflerinden biri olan Fibroblast blylime
faktort reseptéra (FGFR) (Wesche vd., 2011), bu ¢alismada azlosilin, stlfametoksipiridazin,
kloramfenikol ve dekspropranolol ile iligkili bulunmustur. Prostat kanserinde FGF/FGFR
yollarinin ve anjiyogenez ve hastalik progresyonu ile birlikteliklerinin katilimi, potansiyel
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terapotik hedef olarak FGFR proteinini 6n plana cikarmaktadir. Dovitinib ve nintedanib'i

hedefleyen FGF / FGFR yollari, ilerlemis prostat kanseri icin klinik gelistirmede iki kiguk
molekulll tirozin kinaz inhibitéraddr (Corn vd., 2013).

Glutatyon S-transferazlari (GSTler, EC 2.5.1.18) ila¢ hedeflerinde GSTM3, GSTM4, GSTZ1
ve MGST3 olarak karsimiza ¢ikmistir. Farklhh GST'lerin polimorfizmleri ve asiri ekspresyonu,
olumcul prostat kanseri de dahil olmak Uzere farkli kanserlerde potansiyel biyobelirte¢ olarak
tanimlanmistir (Agalliu vd., 2006). Son zamanlarda, prostat kanseri hastalarinda GSTM3
polimorfizmi gdzlenmis ve oksidatif stresle hormonal tedaviye direncle iligkili bulunmustur
(Shiota vd., 2017). GST'lerin genetik polimorfizmleri ve kanser hastalarindaki fonksiyonel
yansimalari kemoterapdtik etkinlik ile orantilidir. Bu nedenle, GST'ler ilag direnci problemini
¢dzmek icin spesifik ilaglarin tasariminda aday hedefler olarak dnem kazanmistir (Di Pietro
vd., 2010; Ramsay ve Dilda, 2014). GST'lerin ve disari akis pompalarinin asiri ekspresyonu,
anti-neoplastik ilaglarin artan desarjina neden oldugundan, etacraplatin, etakrinik asit ve
analoglari, auranofin veya piperlongumin gibi GST inhibitorlerinin kullanimi, kanser
hlcrelerine ilag direncini ve anti-kanser ila¢ duyarlih@ini arttirabilir. Kanser tedavisi i¢in baska
bir firsat, kanfosfamid, nitrik oksit 6n ilaglari, metformin ve doksorubisin analoglari gibi
ilaglarin, on ilag (prodrug) olarak kullaniimasidir (Allocati vd., 2018).

Gerek mevcut web araglan kullanilarak gergeklestirilen, gerekse prostat kanserine 6zgu
genom Olgekli metabolik model Uzerinden gercgeklestirilen ilag repozisyonu calismalari
neticesinde tespit edilen ilag adaylarinin prostat kanseri veya diger kanserle ilgili mevcut
c¢alismalar, ilag etki mekanizmasi bilgisi, etkilesimde bulundugu proteinler ve bu proteinlerin
kanser mekanizmalari ile iligkisi, ilacin temin kolayligi ve benzeri agilardan ilgili literatur ve
veri bankalari (DrugBank, PharmGKB, KEGG Drugs, vb.) cercevesinde degerlendiriimesi
sonucunda 11 ilacin daha 6nce prostat kanseri igin anti-kanser ajan olarak tanimlanmadigi
ve deneysel calismalar icin uygun olabilecedi degerlendirilmistir. Prostat kansere 6zgu
metabolik model ile in silico hiicre canlihdi testleri 11 ilag i¢in gerceklestirildiginde, 5 ilacin
(sulfametoksipiridazin, azlosilin, morantel, hidroflumetiyazid ve ifenprodil) timér buyumesini
yuksek (>%80) oranda inhibe ettigi gortilmis ve bu 5 ilag deneysel ¢alismalar igin 6ncelikli
adaylar olarak degerlendirilmigtir.

Onerilen ilaglardan, sulfametoksipiridazin anti-bakteriyel 6zellikte stlfonamidlerden biridir.
Sulfonamidler, anti-bakteriyel 6zelliklerinin yani sira, dilretik, hipoglisemik ve anti-karbonik
anhidraz aktivitelerine sahip ¢esitli ila¢ gruplarinin temelidir. Ek olarak, stlfonamid tlirevlerine
ev sahipligi yapan ilaglarin in vitro ve/veya in vivo anti-kanser aktivitesi sergiledikleri
bildirilmistir (Casini vd., 2002). ilag hedefleri folat sentezinde yer alan bir enzim olan
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dihidropteroat sentazi (DHPS) inhibe ederek, bakterilerin ¢cogalmasini engellediginden, bu
bakteriyostatik ajan anti-folat aktivite de gdsterir. Anti-metabolit ilaclarin en eski temsilcisi
olarak anti-folatlarin, kemoterapide kullanildigi rapor edilmistir. Folat, hicresel sag kalim icin
gerekli bir mikro besin olarak tanimlanmistir ve 5-florourasil (5-FU) ve metotreksat (Jennings)
gibi anti-kanser ilaglari icin metabolik olarak c¢ekici bir hedef haline getiren purinlerin, timidinit
ve metilasyon-aramaddelerinin biyosentezinde bulunur (Jennings and Willis, 2015).

Bir diger ila¢ olan Azlosillin ise genis spektrumlu bakterilere karsi kullanilan yari sentetik bir
antibiyotiktir. B-laktam ailesinin bir Uyesi olarak, azlosilinin ana anti-bakteriyel etkisi,
peptidoglikan birimlerinin terminal amino asit kalintilarinin c¢apraz baglanmasi yoluyla
mikrobiyal hlucre duvari olusumu igin gerekli olan transpeptidaz enzimlerini inhibe etmektir.
Anti-bakteriyel ajanlarin 3-laktam siniflari anti-mikrobiyal tedavi olarak kullaniimig ve bir anti-
kanser ajani olarak potansiyel kullanimlari da bildirilmistir. Antrasiklinler, bleomisin, mitomisin
C, daktinomisin ve mithramisin gibi B-laktamlarin, anti-bakteriyel etkilerine ek olarak, farkh
kanser tirlerine karsi etkili olduklari kanitlanmistir (Balderas-Renteria vd., 2012).

Diger bir aday ilag olan ifenprodil, N-metil-D-aspartat (NMDA) antagonistlerinden biridir.
Protein ifadelerine dayanarak, NMDA reseptorleri, esas olarak merkezi sinir sisteminde,
testis ve uterusta eksprese edilen kalsiyum kanallari olarak hareket eder. NMDA reseptér
antagonistleri, bu kanallar boyunca agsirn kalsiyum akigini geri donigsumsuz olarak bloke
etmek icin kullanihr. NMDA reseptorlerinin anormal ekspresyonu veya fonksiyonu, iskemik
noéronal hicre 6lima, epilepsi, sizofreni ve diger bazi nérodejeneratif hastaliklar gibi farkli
patolojik durumlara sebep olabilir (North vd., 2015). Secici olmayan NMDA reseptor
antagonistleri ile iligkili yan etkiler, belirli reseptdr alt tiplerinin asirn aktivasyonu ile iliskili
patolojileri hedeflemek icin faydali olabilir. ifenprodil, en iyi karakterize edilmis alt tip segici
NMDA antagonistlerinden biridir. Bu bilesik baglangigta bir damar genisletici ajan olarak, bir
adrenerjik antagonist olarak gelistirilmistir (Williams, 2001). Yaygin olarak ifade edilen NMDA
reseptorleri, meme, kiiglk hicreli akciger ve yumurtalik dahil olmak Uzere farkli kanserlerde
kullanimi rapor edilmigtir (North vd., 2015). NMDA reseptorlerinin  kiclik molekullt
antagonistler ile hedeflenmesi, in vitro hicre canliiginda ve in vivo ksenogreft tUmor
buyumesinde 6nemli dususler gostermigtir. MK-801'e ek olarak, ifenprodil de son zamanlarda
hem in vitro hem de in vivo olarak pankreatik kanserin tedavisi igin degerlendirilmistir (North
vd., 2017).

Aday ilaclardan Hidroflumetiazid ise hidroklorotiyazid, tiyazid dilretiklerden biridir.
Hidroflumetiyazid, karbonik anhidraz inhibitorlerinde potansiyel bir ¢inko-baglama fonksiyonu

olarak islev goren birincil stilfamoil kisimlari igerir (Supuran, 2008). Ozellikle, membran iligkili

64



TUBITAK
karbonik anhidrazlar, timor ile iliskili bir protein grubu olarak bilinir, ¢linkl bunlar sadece
sinirll sayida normal dokularda bulunurlar ve ¢ok sayida kati tUmdrde asir derecede
eksprese edilirler. Karbonik anhidrazin kanser progresyonu ve kemoterapiye yanit ile iligkisi

g6z o6nlne alindiginda, karbonik anhidraz inhibitérlerinin kanser tedavisi i¢in blylk bir
potansiyeli vardir (Monti vd., 2013).

Son aday ilag Morantel ise veteriner hekimliginde parazitik infestasyonlarin tedavisinde
kullanilan tetrahidropirimidinlerin baglica temsilcilerinden biridir. Bu anti-helmintik ilaclar,
parazitleri, nikotinik reseptdrlerin indiksiyonu ile etkiler ve spastik felg ile sonuglanir ve ayni
zamanda, nematodlarin kas hucreleri GUzerindeki asetilkolinesteraz reseptorlerinin guclu bir
agonistidir. Bu ilaclarin ndrotransmisyon omurgasizlarini bloke ettigi, nikotin benzeri
Ozelliklere sahip oldugu ve otonomik gangliyon, adrenal medulla ve respiratuar dokularda
reseptdrlerde asetilkolin taklit ettigi bildirilmistir. Bununla birlikte, bu bilesikler, insanlar da
dahil olmak Uzere bir norotransmitter olarak asetilkolin kullanan tim organizmalar icin
toksiktir (Holden-Dye, 2007). Diger tetrahidropirimidin aksine, morantel veya sitrat veya
tartarat tuzlari insan tedavisinde kullaniimamigtir. Ayrica, glinimuzde temininde buyUk
guglikler cekilmektedir. Bu nedenle calismanin ilerleyen deneysel safhalarinda morantel
aday bir ila¢ olarak degerlendirilmemistir.

Dort aday ilacin (sulfametoksipiridazin, azlosilin, hidroflumetiyazid ve ifenprodil) hicre
hatlarinda sitotoksik etkisinin arastiriimasi, klinik agidan énemli farkliliklar gosteren (lg¢
prostat kanser hicre hatti (LNCaP, PC3 ve 22Rv1) ile bir kontrol grubu (immortalize edilmis
normal insan prostat epitel hiicre hatti, RWPE1) zerinde gerceklestiriimistir. LNCaP (ATCC-
CRL-1740) prostat kanserinin metastaz yaptigi lenf nodlarindan izole edilmis androjen
reseptoru pozitif (AR+) bir hucre hattidir. PC-3 (ATCC-CRL-1435) prostat kanserinin
metastaz yaptidi kemik dokularindan izole edilmis androjen reseptéri negatif (AR-) bir hiicre
hattidir. 22Rv1 (ATCC-CRL-2505) immun yetersizligi olan farede ksenogrefte edilmis insan
primer prostat karsinom hucreleri olan androjen reseptori pozitif (AR+) bir hiicre hattidir.
Ayrica, androjen reseptdriiniin overeksprese oldugu, prostat kanserinin metastaz yaptig
omurgadan izole edilen VCaP (ATCC-CRL-2876) hicre hattinin deney grubu olarak
kullaniimasi planlanmis ve bu amagcla hicreler kultir ortamina alinmistir. Ancak, htcreler
tim optimizasyon calismalarina ragmen buyutlilememistir. Calismada, metastatik 6zellikte
AR+ olan hucre hatti LNCaP saglikli bir sekilde buyatuldagu icin ATCC’den yeni bir VCaP
hicre hatti siparis edilmemistir. Bunun yerine, in silico ¢calismalarda kullanilan veri setlerinin
Ozelliklerini daha iyi yansitmasi acgisindan primer prostat kanseri hucre modeli olarak
22Rv1’in kullaniimistir.
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Sitotoksisite deneylerinde ilaclarin her hicre hatti Gzerinde IC50 degerleri hesaplanmis, her
bir ilacin hucrelere sitotoksik etkisi alamar blue kullanilarak belirlenmistir. Sitotoksisite
degerlendirmeleri sonucunda, ifenprodil ve hydroflumethiazide'nin aksine azlocillin ve
sulfamethoxypyridazine’nin tim hicre hatlarinda konsantrasyona bagl olarak sitotoksik etki
yapmadigi ve hlcre proliferasyonunu azaltmadigi goérilmus ve ileri deneylere ifenprodil ve

hydroflumethiazide ile devam edilmistir.

ifenprodil ve hydroflumethiazide maruziyeti sonrasi apoptozun hangi yolak araciligiyla
basladigi ve apoptozun erken veya ge¢ evrede olup olmadiginin belirlenmesi igin, Kaspaz
3/7, 8 ve 9 aktivasyon seviyeleri (Konopleva vd., 1999; Tamaki vd., 2014) arastirilmistir.
Calismalar, ifenprodilin tim hiicre hatlarinda apoptozu hicre ici yolak vasitasiyla
indikledigini gostermistir. Oe yandan, bulgular Hydroflumethiazide’nin apoptozu hicre digi
yolaktan baslattigini disindirmektedir. Daha 6nce yapilan bir calismada Jurkat hicre
hattinda dis yolaktan gelen apoptoz sinyalinin mitokondri yolagi tarafindan amplifiye edildigi
gosterilmistir (Heimlich ve Cidlowski, 2005).

Kanser arastirmalarinda hiicre migrasyon calismalari, kanser hastalarinin sagkalimi ve
hastalidin metastatik sureci ile dogrudan iligkilidir. Vicutta kanser yayillimi ve dagilimi igin
kanser hicrelerinin goégl ve hicredigi matriksi asarak invazyon yapmasi zorunluluktur. Bu
nedenle, hicre kiltirinde transwell (boyden chamber) migrasyon ve invazyon yontemi
yaygin olarak kullaniimaktadir (Kramer vd., 2013). ifenprodil ve hydroflumethiazide’nin
prostat kanseri hiicre hatlarinda migrasyon ve invazyon davranislari incelendiginde ise
Hydroflumethiazide ve ifenprodil uygulamasinin yapildigi deney gruplarinda matrijelden
hicre gegisi ya gézlenmemis ya da olduk¢a az sayida hiicrenin gectigi saptanmistir.
Dolayisiyla, hydroflumethiazide ve ifenprodil uygulamasinin hucrelerin membrandan
gecisini ciddi oranda baskiladiklari degerlendirilmistir. Ayrica, ifenprodile maruziyetin
calisilan tum hicre hatlarinda koloni olusturma davranigi Uzerinde oldukga ylksek bir
engelleyici etkisi oldugu goériimustir. Hydroflumethiazide’e maruz birakilan hicrelerin
olusturdugu koloni boyutlarinda ise hafif azalmalar gézlemlenmistir.

Calismada elde edilen bulgular, iki ilacin, ézellikle de ifenprodilin, prostat kanserinin
tedavisinde kullanilabilirliginin arastiriimasi igin yapilacak ileri arastirmalara (QPZR ile ilag
hedef genlerin anlatim seviyelerinin tespiti, western blot ile ilag hedeflerinin protein
ifadelerinin tayini, vb.) ve preklinik ¢calismalara (in vivo hayvan deneyleri) dnemli bir dayanak
olusturmaktadir. Proje kapsaminda gelistirilen yontemler prostat kanseri disinda diger
hastaliklar icin de uygulanabilir nitelikte olup diger kanser tirleri olmak Gzere bagka kompleks

hastaliklar i¢in de benzer uygulamalarin éncisii olmasi beklenmektedir. Ornegin, proje
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calismalari kapsaminda literatlirde ilk kez gelistirilen prostat kanserine 6zgli genom olgekli
bir metabolik model (Turanli vd., 2019), bireysel metabolik varyasyonlari yansitmasi
agisindan ileri kigisellestiriimis tip uygulamalari i¢in gelecek vaddetmektedir. Ayrica, projede
kullanilan yontem ve bulgular (isaretgi molekiller), tedaviye yonelik ¢iktilarin yani sira, yeni
ve dogdru tani ve teshis yontem ve araclarinin gelistiriimesi dogrultusunda da yén sunmakta
ve gelecekte karmasik insan hastaliklarina ydnelik Kkisisellestiriimis tip yaklasimlari

tasarlanmasinda yardim potansiyeli tagimaktadir.
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6. SONUG

Prostat kanserinde farkl biyolojik seviyelerden molekilller Uzerinden ila¢ repozisyonu
yapmay! amagclayan proje ¢alismalari U¢ asamada gerceklestiriimis ve ¢alismalar neticisinde
prostat kanserine 6zgu ¢ok sayida isaretci molekil ile aday ilag molekdulleri belirlenmistir.

Birinci asamada, olasi ilag hedeflerini belirlemek (zere gerceklestirilen biyoinformatik
analizler farkh biyolojik seviyelerden ¢ok sayida molekull isaret etmistir. Prostat kanserine ait
veri setlerinin meta-analizi sonucunda, saglikli hdcrelerle karsilastirildiginda gen anlatimi
(mRNA diizeyi) istatistiksel olarak anlamli (p<0.01) derecede azalan 3803 gen, artan 2934
gen olmak Uzere toplam 6737 hastalikta anlatimi farkhlasan gen tespit edilmistir. Bu
genlerden kodlanan proteinlerin fokal adezyon, ECM-reseptdr etkilesimi, hiicre farklilagsmasi,
kanser yolaklar gibi kanser mekanizmalari ile iligkili yolak ve biyolojik sureclerle iligkili oldugu
ortaya konmustur. Elde edilen bu bilginin, genom seviyeli biyolojik aglar (protein-protein
etkilesim, transkripsiyon kontrol ve metabolik aglar) ile butlinlestirilerek isaretgi molekdllerin
tespiti ve bulgularin diger kanserlere (Akciger kanseri, Beyin timoru, Cilt kanseri, Kolorektal
kanser, Lésemi, Meme kanseri, Oral kanser, Over kanseri, Ozofagus kanseri, Pankreas
kanseri, Servikal kanser ve Tiroid kanseri) ait mevcut bulgular ile kargilastiriimasi sonucunda
4 transkripsiyon faktord, 134 miRNA, 127 metabolit ve 51 hub proteinin prostat kanserine
0zgu isaretci molekiller oldugu belirlenmistir. S6z konusu isaretgi molekullerin gorev aldiklari
yolaklar incelendiginde, purin ve pirimidin gibi nukleik asit metabolizmalar ve yag asidi
metabolizmalariyla ilgili yolaklarin prostat kanserinde 6n plana ¢iktigi gorulmustar.

ikinci asamada, olasi ila¢ hedefi olarak tespit edilen isaretci molekiil bilgisi ila¢ repozisyonu
araclarina girdi olarak kullanilarak, prostat kanseri tedavisinde aday olarak degerlendiriimek
Uzere olasi ilag adaylari tespit edilmistir. Bu asamada benzetimler, mevcut web tabanli ilag
repozisyonu araglarinin yani sira proje kapsaminda olusturdugumuz, prostat kanser
dokusuna 6zgu transkriptom ve proteom verilerini iceren prostat kansere 6zgu bir genom-
seviyeli metabolik model arayiciligiyla literatirde etkinligi kanitlanmis cesitli algortimalar
kullanilarak gercgeklestiriimistir. Gerek mevcut web araglarn kullanilarak gergeklestirilen,
gerekse prostat kanserine 6zgu genom Olcekli metabolik model Uzerinden gergeklestirilen
ilac repozisyonu calismalari neticesinde ¢ok sayida ilag adayi tespit edilmistir. Bu aday
ilaclarin, prostat kanseri icin yenilikgilik dizeyini belirlemek adina kapsamli bir literatir
taramasi yapilmis ve prostat kanseri tedavisi igin bu ¢alismada 6nerilen ilaglardan 12'sinin
zaten prostat kanseri tedavisinde onerildigi veya test edildigi gériimustir. Bu sonuclari
gelecek analizler igin pozitif kontrol olarak kabul ederek kalan ilaglara yogunlagildiginda,

diger kanserle ilgili mevcut calismalar, ilac etki mekanizmasi bilgisi, etkilesimde bulundugu
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proteinler ve bu proteinlerin kanserlesme mekanizmalari ile iligkisi, ilacin temin kolayhg: ve
benzeri agilardan ilgili literatur ve veri bankalari (DrugBank, PharmGKB, KEGG Drugs, vb.)
cercevesinde degerlendirilerek 11 ilacin daha once prostat kanseri igin anti-kanser ajan
olarak tanimlanmadigi ve deneysel cgalismalar igin uygun olabilecegi degerlendirilmigtir.
Prostat kansere 6zgiu metabolik model ile in silico hicre canliigi testleri 11 ilag igin
incelendiginde de, 5 ilacin (sllfametoksipiridazin, azlosilin, morantel, hidroflumetiyazid ve
ifenprodil) timdér blylumesini % 80-90 oranda inhibe ettigi gériimis ve bu 5 ilag deneysel

¢alismalar icin éncelikli adaylar olarak degerlendirilmigtir.

Calismanin Uglincl ve son asamasinda ise prostat kanserinde klinik agcidan 6énemli farkh
Ozellikler gosteren Ug¢ kanser hicre hatti (LNCaP, PC3 ve 22Rv1) ile bir kontrol grubu hiicre
hatti (RWPEL1) Uzerinde ilaglarin 24, 48 ve 72. saatlerdeki sitotoksik etkileri incelenmistir.
Azlocillin, Sulfamethoxypyridazine ve Zenarestat maruziyetinin c¢alisilan hdcre hatlarinda
konsantrasyona bagli olarak sitotoksik etki yapmadigi ve hlicre proliferasyonunu azaltmadigi
tespit edilmis; 6te yandan ifenprodil ve Hydroflumethiazide uygulamalarinda kanser hiicre
hatlarinda ylksek sitotoksisite gézlemlenirken, kontrol grubu olarak kullanilan saglikli hiicre
hattinda istatistksel olarak anlamli bir etki gézlemlenmediginden, ICso degerleri ve sitotoksite
analizleri dikkate alinarak proje kapsaminda yapilmasi planlanan ileri deneylere ifenprodil ve
Hydroflumethiazide ile devam edilmistir. ilaglarin kaspaz 3/7, 8 ve 9 aktivasyonu ile apoptotik
etkisinin incelenmesi sonucu, ifenprodil'in kaspaz seviyelerinde artiglar gézlemlenmis ve tim
hiicre hatlarinda apoptozu hiicre igi yolak vasitasiyla indikledigi degerlendirilmistir. Ote
yandan, Hydroflumethiazide’in kaspaz aktivasyonu ile apoptotik etkisinin arastiriimasi
neticesinde, tim hdcre hatlarinda butin kaspaz seviyelerinde artis gézlenmis ve bulgular
apoptozun hicre digl yolak aracihgiyla basladigini distindtrmastir. Ayrica, gerceklestirilen
migrasyon ve invazyon testlerinde, hydroflumethiazide ve ifenprodil uygulamasinin hucrelerin
membrandan gegisini ciddi oranda baskiladiklari tespit edilmistir. ifenprodi’e maruziyetin
calisilan tim hdcre hatlarinda koloni olusturma davranisi Uzerinde oldukga yuksek bir
engelleyici etkisi oldugu goérilmustir. Hydroflumethiazide’e maruz birakilan hcrelerin

olusturdugu koloni boyutlarinda ise hafif azalmalar gézlemlenmistir.
Elde edilen sonuglar, iki ilacin, 6zellikle de ifenprodil’in, prostat kanserinin tedavisinde

kullanilabilirliginin arastiriimasi i¢in yapilacak ileri aragtirmalara ve preklinik calismalara (in
vivo hayvan deneyleri) 6nemli bir dayanak olusturmaktadir.
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