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TESEKKUR

Bu calisma “ERCIYES UNIVERSITESI BILIMSEL ARASTIRMA
PROJELERI KOORDINASYON BIRIMI” tarafindan desteklenmis olup, birime

projemize vermis oldugu her tiirlii destek i¢in tesekkiirlerimi sunarim.
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Insan Meme Epitel Hiicrelerinin Gogiis Kanseri Kok Hiicrelerine Transisyonunda

Piwil2 Roliiniin Arastirilmasi

OZET

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirii olup, kadinlarda
goriilen tiim kanserlerin yaklasik %30’unu olusturmaktadir. Son gelismeler bir¢ok kanser
tiiriintin kanser kok hiicreleri tarafindan modiile edildigini gostermistir. Kanser kok hiicreleri,
tiimoriin baslangicindan sorumlu olan ve tiimor dokusundaki cok sayida farklilasmis hiicre
toplulugunu olusturan hiicrelerdir. Bu calismada meme epitel hiicrelerinin, meme kanseri kok
hiicrelerine transisyonunda bir kok hiicre proteini olan Piwil2'nin etkisinin arastirilmasi ile
meme kanserinde erken tan1 ve kok hiicre temelli yeni terdpatik stratejilerin gelistirilmesine
dolayl olarak katkida bulunulmasi amag¢lanmistir. Calismada insan meme epitel hiicre kiiltiirii
olarak MCF12A ve MCFI0A hiicre hatlar1 ile meme kanseri hiicre hatlarindan olan MDA-
MB-231 ve MCF7 kullanilmistir. MCF10A ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 kontrol olarak
kullanilirken, MCF12A ve MCF7A hiicre hatlar1 Piwil2 eksprese eden fiizyon genle transfekte
edilerek stabil hiicre Kkiiltiirleri olusturulmustur. Transfekte edilen hiicrelerde yeniden
programlama prosesinin incelenmesi i¢in Piwil2, Nanog, Klf4, Oct4, Akt, Bcl-XL, CyclinD],
Stat3, GAPDH, SSEA-1, SSEA-3, c-Myc, B-actin, Sox2 gen ekspresyon diizeyleri RT-PCR ile
arastirtlmis ve bu hiicrelerde ilgili ekspresyonlara yonelik immunboyama yapilmistir. Ayrica
elde edilen hiicre hatlarinin tiimorojenik potansiyelleri proliferasyon, apoptozis ve soft agar
analizleri ile incelenmistir. Transfekte edilen hiicrelerde RT-PCR sonuglarina goére Piwil2,
Oct4 ve Nanog ekspresyon diizeyleri yabanil tip hiicrelere gore yiiksek bulunmus, bu durum
immunboyama ile de dogrulanmistir. MCF12A ve MCFT7 hiicre hatlarinin Piwil2 ile transfekte
edilmeleri ile bu hiicrelerin kanser kok hiicre oOzelliklerinin bir kismini gostermeye
basladiklar1 saptanmistir. Ancak Piwil2’nin meme kanserinde biyomarker olarak kullanilmasi
ve yeni tedavi yaklasimlarinin olusturulmasinda degerlendirilmesi i¢in ilave c¢alismalara

ihtiya¢ duyuldugu diistiniilmiistiir.

Anahtar sozciikler: Kanser kok hiicre, meme kanseri, Piwil2, transisyon



Investigation Of The Role Of Piwil2 in Transition Of Human Mammary Epithelial Cells

To Breast Cancer Stem Cells

ABSTRACT

Breast cancer is the most common cancer of women on the world and accounts for
about 30% of all female cancers. Recent developments have shown that many types of cancer,
is modulated by cancer stem cells. Cancer stem cells are responsible for the beginning of the
tumor and these cells constitute a large number of differentiated cells in tumor tissue. The
main aim of this study is about the role of stem cell protein Piwil2 in breast cancer and
developing novel strategies for Piwil2-mediated early diagnosis and new stem cell-based
therapeutic strategies indirectly. In this study, MCFI12A and MCF10A as human breast
epithelial cell cultures and breast cancer cell lines MDA-MB-231 and MCF7 were used.
MCF10A and MDA-MB-231 cell lines used as the control, MCF7A and MCF12A cell lines
were transfected with the Piwil2 ekspressing fusion gene and stable transfected cell cultures
were established. Then for analysing the reprogramming process of Piwil2-expressing cells,
Piwil2, Nanog, KIf4, Oct4, Akt, Bcl-XL, CyclinD1, Stat3, GAPDH, SSEA-1, SSEA-3, c-Myc, [5-
actin, Sox2 genes were investigated with RT-PCR and immunostained. Futhermore,
tumorogenic potential of transfected cell lines were analysed with proliferation, apoptosis and
soft agar tests. Piwil2, Nanog and Oct4 ekspression was found signaficantly higher than wild
type cells and 1t was confirmed by immunostaining. By the piwil2 transfection of MCFI12A
and MCF7, these cells started to show cancer stem cell properties. However, 1t’s considered
that the use of Piwil2 as a biomarker in breast cancer and to evaluate the creation of new

therapeutic approaches are needed further studies.

Keywords: Cancer stem cell, Breast cancer, Piwil2, Transition



1. GIRIS

Meme kanseri, 2007 yilinda 460,000 'den fazla 6liime sebebiyet vererek son 25 yilda
insidanst % 50'nin iizerinde olan ve kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiiriidiir. Meme
kanserinde de oldugu gibi tiimoriin ortaya ¢ikmasi ve biiyiimesi ile ilgili olarak, tiimor
icerisinde “kanser kok hiicreleri” olarak tanimlanan farkli bir hiicre grubunun varligina dair
onemli kanitlar mevcuttur. Son gelismeler bir¢ok kanser tiiriiniin kanser kok hiicreleri olarak
tanimlanan bu kiiciik hiicre toplulugu tarafindan modiile edildigini gostermistir. Kanser kok
hiicreleri, tiimoriin baslangicindan sorumlu olan ve tiimor dokusundaki ¢cok sayida farklilagmis
hiicre toplulugunu olusturan hiicrelerdir. Aym1 0zgii sinyal ileti sistemleri, kanser kok
hiicrelerinin ve normal kok hiicrelerin kendi-kendini yenileme ve/veya farklilasmasinda
fonksiyonel rol oynarlar. Aralarindaki baslica fark ise kanser kok hiicrelerinde ilgili sinyal ileti
sistemlerinin diizenlenmesinin degismesidir. Son ¢alismalarla kanser kok hiicrelerinin ilag ve
radyasyon tedavisine direnc¢li olduklart da belirlenmistir. Kanser kok hiicre arastirmalarinin,
tiimor hiicre biyolojisinin daha iyi anlagilmasi icin yeni yaklasimlarin gelistirilmesi ve yeni

kanser tedavileri olusturulmasi i¢in yeni kapilar acacag: diisiiniilmektedir.

AMAC VE KAPSAM

Calismada insan meme epitel hiicre modeli kullanilarak Piwil2 ekspresyonunun etkisi,
stabil hiicre hatlarinin olusturulmasi ve kok hiicre ile kanser hiicre 6zelliklerinin tanimlanmasi
da dahil olmak tiizere, cesitli kok hiicre teknolojileri ve molekiiler teknikler kullanilarak
incelenmistir. Bu ¢alisma ile meme epitel hiicrelerinin, bir kok hiicre proteini olan Piwil2
vasitasiyla meme kanseri kok hiicrelerine doniismesinde rol oynayan molekiiler ve hiicresel
yollarin aydinlatilmas: ile meme kanserinde erken tam ve kok hiicre temelli yeni teropatik
stratejilerin gelistirilmesine dolayli olarak katkida bulunulmasi amaglanmistir.

Projede meme epitel hiicrelerinin meme kanseri kok hiicrelerine transisyonunda
Piwil2’nin etkisi, meme epitel hiicre kiiltiirii kullanilarak ¢alismistir. Bu amagla insan meme
epitel hiicre hatlarindan olan MCFI0A ve MCFI12A, memeli epitel hiicreleri olarak
kullanilmistir. MCF10A hiicre hatti, saglikli meme epitel hiicre kiiltiirii olarak kontrol grubu
iken, MCF12A ise Piwil2 eksprese eden fiizyon genle transfekte edilerek transformasyonun
incelendigi stabil hiicre hatlarin1 olusturmustur. Meme kanseri hiicre hatlarindan olan MCF7
ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 ise “insan meme kanseri hiicre hatti kontrol grubu” olarak

kullanilmistir. Ayrica daha once proje onerisinde bildirilmis olmamakla birlikte MCF7 hiicre



hattt da Piwil2 eksprese eden fiizyon genle transfekte edilerek kanser hiicresinin kanser kok
hiicresine transisyonu da incelenmistir. Piwil2 eksprese eden hiicrelerin yeniden
programlanma prosesi, kok hiicre 6zelliklerinin test edilmesiyle arastirilmigtir. Timor olusum
siireci proliferasyon, apoptozis ve soft agar analizleri ile degerlendirilmistir.

Ayrica bu proje ile iiniversitede ¢ok sayida farkli kok hiicre projesinin yapilabilecegi

multidisipliner bir platformun kurulmas: da hedeflenmektedir.

GENEL BiLGILER

Meme kanserinde de oldugu gibi bir tiimoriin olusmasi ve biiylimesinin, tiimor igerisinde
bulunan ve kanser kok hiicreleri olarak tanimlanan farkli bir hiicre grubu tarafindan
yonlendirildigine dair 6nemli kamitlar mevcuttur (1-3). Ornek olarak, yiiksek oranda CD44
ekspresyonuna sahip, CD24 ekspresyonundan yoksun ya da diisiik oranda sahip olan
(CD44*CD247™"°%) hiicreler, insan meme kanserinden saglanan pleural effiizyondan izole
edilmistir. Bu hiicreler (immuno-deficient) NOD/SCID farelere enjekte edildiginde yiiksek
diizeyde tiimorojenite gostermislerdir (3). Ayrica bir bagka ¢alisma da primer meme kanseri
hiicrelerinden koken alan CD44'CD24™"°% szellikteki alt grup hiicrelerin mammosfer
olusumuna yol actiklar1 ve boylece kok hiicre 6zelliklerini dogruladiklarini bildirmistir (4).
Mammosferler, spesifik kiiltiir sartlarinda iiretilen ve meme kok/projenitor hiicreleri icerisinde

cokca bulunan non-adherent sferik hiicre kitleleri olarak tanimlanmistir (5).

Kok hiicreler ile projenitdr hiicreler, kanser arastirmalari acisindan biiyiik 1ilgi
cekmektedir. Ciinkii bu hiicrelerin malign transformasyon icin ilk hedef oldugu
diistiniilmektedir. Gametogenezis ve kanser gelisimi arasinda bir iliski olduga dair kanitlarin
yani sira kanser kok hiicre teorisinin ortaya ¢ikmasi ve trofoblastik dokulardan koken alan
germ hiicrelerle iligkilendirilen kanser trofoblastik teorisinin Onerilmesi (6), bu calisma
ile meme kanseri kok hiicrelerinde bir Onciil esey kok hiicre proteini olan Piwil2
ekspresyonunu arastirmamizin temel nedenleridir.

Piwil2, iiyeleri korunmus PAZ ve PIWI ile karakterize olan piwi gen ailesine aittir ve
kok hiicreler ile esey hiicrelerin kendi kendini yenileme mekanizmasinda, RNA
baskilanmasinda ve farkli organizmalarda gelisim sirasinda translasyonel regiilasyonda
onemli rollere sahiptir (7). Piwill ve Piwil2’nin spesifik olarak premeiotik esey hiicreleri
tarafindan eksprese edildigi ¢esitli arastirma gruplar tarafindan daha 6nce gosterilmistir fakat
bunlarin atipik olarak meme kanseri de dahil olmak tizere farkli tiimor tiirlerinde de eksprese

edildigi bildirilmistir (1-8). Ayrica Lee ve ark. (2006, 2010), Piwil2’nin meme kanseri kok



hiicrelerindeki roliinii arastirmiglar ve Piwil2’nin proliferasyonda ve bu hiicrelerin
apoptozisden kurtulmasinda 6nemli bir rol oynadigim saptamislardir. Yaptiklar: caligmalarda
Piwil2 hedef genini identifiye etmek icin,fare normal NIH3T3 hiicreleri ile Piwil2 eksprese
eden NIH3T3 hiicreleri arasinda mikroarray uygulamislardir. Anti-apoptotik Bcl-XL geninin
yiiksek diizeyde ekspresyonunun indiiklenmesini Piwil2 eksprese eden fibroblast hiicrelerinde
gozlemlemislerdir. Ayrica artan Bcl-XL ekspresyonunun sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon
3 (Stat3)’iin aktivatoriiniin ekspresyonundaki artigla korrale oldugunu saptamiglardir. Piwil2
ekspresyonu, apoptozisin inhibisyonu ve artan proliferasyon arasindaki baglantiyr Piwil2
eksprese eden fibroblast hiicrelerde gostermislerdir (8,9).

1900’11 yillarinda basinda John Beard, kanserin esey hiicre orjinli oldugu goriisiinden s6z
ederek esey hiicrelerin 6nemli bir boliimiiniin embriyonik gelisim siirecinde migrasyondaki
sapmalar nedeniyle gidecekleri yere ulasmada basarisiz olduklarina dikkat cekmistir.
Siiriiklenen bu hiicre populasyonu daha sonra anormal durumlarda kanser sekillenmesine
neden olabilmektedir. Bu hipotez primordiyal esey hiicrelerinden eksprese edilen ve esey
hiicrelerin idamesi i¢in gerekli olan Oct4 ve Nanog ekspresyonlarinin, Piwil2 eksprese eden
meme kanseri kok hiicrelerinde yiiksek diizeyde olmasi ile desteklenmektedir(10-14). Kanser
kok hiicrelerinin orjininin esey hiicreler oldugunu destekleyen bir diger kanit ise meme
kanserinde ve diger kanser tiirlerinde kanser/testis antijeninin (CTA) eksprese edilmesidir.
Kanser/testis iliskili proteinlerin eksprese edilmesi normal dokularda ve farkli tipteki
malignitelerde esey hiicrelerle sinirlidir. Son zamanlarda kanser/testis antijenlerinin kok hiicre
farklilasma yollarinda da rol oynadigi ileri siiriilmektedir (14). Bu antijenlerin tiimor spesifik
ekspresyonlar1 kok hiicre proliferasyonu ve/veya diferansiyasyonu ile iligkili olabilecegini
diisiindiirmektedir. Chen ve ark.’lar1 Piwil2’nin ¢evresel faktorlere bagl olarak prekanseroz
kanser kok hiicrelerini regiile ettigini gostermislerdir (15). Bu hipoteze gore meme
kanseri kok hiicrelerinde CTA gibi Piwil2 ekspresyonu, uygun olmayan ortamda
bulunarak (meme dokusunda) memede, tiimor hiicrelerinin sekillenmesi ve anormal
proliferasyonu ile sonuclanmasina yol acan bu hiicrelerin esey hiicrelerden orijin almasi
nedeniyledir. Hipotez, meme kanseri hiicrelerinden Piwil2 ekspresyonu ile esey hiicreler i¢in
spesifik genlerin iligkisi ile desteklenebilir. Meme kanseri kok hiicrelerinde Piwil2
ekspresyonunu agiklayan ikinci bir hipotez ise meme hiicrelerinin, esey hiicre proteinlerinin
(Piwil2’de dahil olmak iizere) reaktivasyonu ile sonu¢lanan hiicresel degisim ve doniisiimiine
dayanmaktadir. Bu, transforme hiicrelerde immortalite, invazivite, hipometilasyon,

immuniteden kagis ve metastatik kapasite dahil neoplastik 6zellikleri aktive edebilen esey



hiicre spesifik programi tekrarlanmaktadir. Son donemlerde, hiicre fenotipinde epitelyal-
mezenkimal (EMT) ve mezenkimal-epitelyal (MET) degisim olarak tanimlanan epitelyal ve
mezenkimal yapilar arasindaki degisimlerin, embriyonik gelisimde ve kanser patogenezinde
anahtar role sahip oldugu gosterilmistir (16, 17). Yapilan bir calisma ile CD44%/CD24"°""
hiicrelerde agirlikli olarak Piwil2’nin eksprese edildigi saptanmistir. Saglanan bu veri ile EMT
iliskili genlerin CD44*/ CD24""" kok hiicre benzeri hiicrelerde, diferansiye olmus epitelyal
CD447/CD24" hiicrelere gore ¢ok daha yiiksek diizeyde eksprese edildikleri gercegi, EMT
sonrasi Piwil2’nin yeniden aktive oldugunu gostermektedir (18). Bu durum da embriyonik
gelisim sirasinda epiblast hiicrelerin, mezenkimal kok hiicrelerin ve daha sonra farklilasmanin
bir sonucu olarak inaktif hale gecen aktif CTA programu (Piwil2 de dahil) ile primordial esey
hiicre neslinin sekillenmesi icin epitelyal-mezenkimal doniisiime (EMT) ugramalar1 bulgusu
ile desteklenmektedir (14). Ayrica, CTA ekspresyonu fenotipik olarak farklilasmamis ve
hatta farklilasma yeteneklerini kaybeden kok hiicreler ve kanser hiicrelerinin varligina
baghdir. Piwil2 eksprese eden meme kanseri hiicrelerinde Oct-4 ve Nanog’un yiiksek diizeyde
ekspresyonu da bu hipotezi giiclii bir sekilde desteklemektedir. Nanog, Oct4 ve Sox2
aktivasyon hedefleri arasinda transkripsiyon regiilatorlerini kodlayan genler yiiksek dereceli
meme tiimorlerinde siirekli olarak aktive edilmektedirler (10).

EMT ve kanser kok hiicre 6zelliklerinin kazanilmasi apoptozise kars1 direncin artmasi ile
iliskili bulunmustur (19). Fare meme epitel hiicre hatlart EMT’yi takiben apoptozise karsi
direncli hale gelmistir. Ayrica, Piwil2 ekspresyonunun Stat3/Bcl-X;. yolunun aktivasyonu ile
gogiis kanseri kok hiicrelerinde apoptozisi inhibe ettigi bildirilmistir. Bu nedenle, meme
kanseri kok hiicrelerinin apoptotik  aktivitesinde Piwil2’nin  rol oynayabilecegi
distiniilmektedir. Bununla birlikte, Stat3’iin meme kanseri kok hiicrelerinin canliigi ve
varligini siirdiirebilmeleri i¢in gerekli oldugu da gosterilmistir (9,20).

Burada 6nemli olan Piwil2’nin proliferasyon ve apoptozis ile iligkili genleri nasil regiile
ettigidir. Olas1 mekanizmalardan biri Piwil2 iligkili gen regiilasyonunun kiiciik RNA ve
metilasyon vasitasiyla olabilecegidir. Bu olasilik dogrultusunda piwi-etkilesimli RNA’lar
(piRNAs) olarak adlandirilan kiigiik RNA tiirlerinin  bir alt grubu, memeli testislerinde
tanimlandirilmigtir.  Bu  kiiciik RNA’lar esey hiicrelerin genomundaki transpozon
fonksiyonunu baskilamak icin PIWI proteinleri ile (Piwill ve Piwil2) etkilesime
girmektedirler Bu da piRNA’larin, kanser hiicrelerinde gen regiilasyonunun anahtar bileseni

olarak bilinen DNA metilasyonunun spesifik belirleyicileri oldugunu gostermektedir (21-23).



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Meme epitel hiicrelerinin temini, kiiltiire edilmesi ve transfeksiyon

Insan orjinli hiicre hatlarinin ¢alismada kullanilmasi icin gerekli olan etik kurul izni
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu'ndan almarak calisma
gerceklestirilmistir.

2.1.1. Meme epitel hiicrelerinin temini ve Kiiltiire edilmesi

Calismada insan meme kanseri hiicre hatti olarak MDA-MB-231, MCF7 ve non-
tiimorojenik epitelyal hiicre hatti olarak da MCF12A ile MCF10A kullanildi. MCF10A
tizerinde herhangi bir uygulama yapilmayarak ‘“‘saglikli, normal hiicre hatt1” seklinde ‘kontrol
grubu” olarak kullanildi. MCF12A saglikli meme epitel hiicre hatti ise, Piwil2 geni ile
transfekte edilecek olan ¢alisma grubu olarak iiretildi. Meme kanseri hiicre hatlarindan olan
MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 ise “insan meme kanseri hiicre hatti kontrol grubu”
olarak kullanildi. Ayrica MCF7 hiicre hatt1 da Piwil2 ile transfekte edilerek kanser hiicresinin
kanser kok hiicresine transformasyonunun incelenmesi i¢in hazirlandi. Bu hiicre hatlar
American Type Culture Collection (ATCC)’dan saglanarak iiretici firma talimatlar
dogrultusunda kiiltiire edildiler.

MCF7A hiicre hatt1 i¢in final hacimde %87,79 DMEM High Medium, %10 Fetal Bovine
Serum (FBS), %1 penisilin/streptomisin, %1 L-Glutamin, %0,11 Sodyum piriivat, %0,1
human insiilin iceren medium hazirlandi. MDA-MB-231 hiicre hatt1 icin ise final hacimde
%88 Leibovitz medium, %10 FBS, %]1 penisilin/streptomisin ve %1 L-glutamin igeren
medium hazirlandi. MCF10A ve MCFI2A hiicre hatlar1 i¢in final hacimde %94,35
DMEM/F12 medium, %0,1 HEGF (20ng/ml final), %35 horse serum, %0.25 hydrocortisone
(10 pg/ml final), %0,0125 cholera toxin (0,025 pg/ml final), %0.25 insiilin (0.01 pg/ml final),
%1 penisilin/streptomisin iceren medium hazirlandi. Medialarin igerisine tiim icerikler 0,2
um’lik filtrelerden gegirilerek eklendi. %80-90 konfluense ulasan hiicreler pasajlanarak
tiretime devam edildi.

Uretilen hiicreler ise saklanmalar1 amaciyla ise final voliimde %20 hazirlanan iiretme
mediumu, %70 FBS ve %10 dimetilsiilfoksid (DMSO) iceren dondurma mediumu hazirlandi.
Hazirlanan media igerisine alinan hiicreler 1 saat -20 “C’de, 1 giin -80 °C’de bekletildikten

sonra -196 °C’de s1v1 azot tankina kaldirild.



2.1.2. MCF12A ve MCF7 hiicre hatlarinin Piwil2 ile transfeksiyonu

Calismada transfeksiyon i¢cin CMV promotorii tasiyan pcDNA vektoriine klonlanaa
insan Piwil2 cDNAs1 ve kontrol olarak Piwil2 icermeyen pcDNA vektorii kullanild: (Sekil 1).
Vektor konstrakti NewCastle Universitesi Kok Hiicre merkezinden Prof. Dr. Karim Nayernia
tarafindan hibe edilmistir. Klonlamada kullanilan DNA Insan piwil2 geninin tiim kodlayan
bolgesi PCR ile ¢ogaltildiktan sonra, pcDNA vektoriine (BCCM/LMBP plasmid kolleksiyonu,
Gent, Belcika) klonlanmugtir.

Transfeksiyon islemi i¢in kiiltiire edilen hiicreler tripsinizasyon ile flaskdan kaldirild,
phosphat buffer saline (PBS) eklenmesi ile notralizasyonu takiben flask icerigi falkon tiipe
alinarak 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atilarak dipteki pelet kismin iizerine 1
ml iiretimde kullanilan mediadan eklendi. Thoma lami kullanilarak hiicre sayimi yapildi,
200.000 hiicre ayrilarak iizerine Neon Transfection kit (Invitrogen) iceriginde bulunan 10 ul
transfeksiyon buffer1 ve 5 pg/uL olacak sekilde vektdr (pcDNA-Piwil2) hiicre siispansiyonu
tizerine eklendi ve Neon Transfection System (Invitrogen, Germany) kullanilarak plazmit
aktarimi gercgeklestirildi. Neon Transfection System (invitrogen) 1200 V, 20 ms ve pulse
sayist 2 olarak optimize edildi. Transfeksiyonun ardindan hiicreler herhangi bir islem
yapilmaksizin 72 saat siiresince biiylimeye birakildi ve siirecin sonunda hiicrelere G418
eklenerek 10 giin siireyle selektif baski olusturuldu. 10 giin sonrasinda selektif baski
kaldirilarak elde edilen ve koloni olusturmayi basaran hiicreler transfekte olarak kabul

edilerek PCR ve immunboyama islemleri icin toplanarak hazir hale getirildiler.

pecDNA-Piwil2

CMV H Piwil2 cDNA
peDNA
CMV HSV40H PSV40H NEO

T

SV40HPSV40 H NEO

Sekill. Transfeksiyonda kullanilan Piwil2 iceren (pcDNA-Piwil2) ve icermeyen pcDNA

vektorleri.



2.2. RNA izolasyonu ve RT-PCR Analizi

Transfekte edilen hiicre hatlar1 ile kontrol grubu hiicre hatlarindan RNA ekstraksiyonu
icin RNeasy Mini kit (QIAGEN, Hilden, Germany) iiretici firma talimatlar1 dogrultusunda
kullanildi. Elde edilen RNA’larda spektrofotometrede (NanoDrop ND-1000, NanoDrop
Technologies, ABD) 260 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilarak DNA konsantrasyon degerleri
belirlendi. 5 ug RNA ile RT-PCR kiti (Invitrogen, Karlsruhe, Germany ) vasitasiyla cDNA
elde edildi. Bu amagla template/primer soliisyonu (Tablo 2.1) ve master miks soliisyonu
(Tablo 2.2) hazirlanarak karistirildi ve thermalcyclere yerlestirilerek 55 °C’de 10-30 dk.
inkubasyonu takiben 85 °C’de 5 dk. inaktivasyona tabi tutuldu.

Tablo 2. 1.Template-Primer soliisyon hazirlanisi

Komponent Volum Son konsantrasyon
Anchored-oligo (dT) Primer 1 microLL 2.5 microM

Random Hexamer Primer 1 microL 60 microM

H20, PCR-grade 11.4 microL 11.4 microL

RNA SmicroL. 1 nanogram—4microgram
TOTAL VOLUM 11.4 microL

Tablo 2. 2. Master-miks soliisyonu hazirlanisi

Komponent Volum Son konsantrasyon
Reverse Transcriptase Reaction | 4microL 1x

Buffer, 5x

Protector RNase Inhibitor 0.5microLL 200
Deoxynucleotide Mix, 10mM her | 2 microL 1mM her biri

biri

DTT ImicroL SmM

Reverse Transcriptase 1.1microLL 10U

TOTAL VOLUM 20microLL

Hiicrelerden elde edilen cDNAlar 1/10 oraninda diliie edilerek real time PCR islemi
Roche light cycler 480 II Realtime cihazinda (LightCycler 480 II Roche, AppliedSciences,
Manheim, Germany) gerceklestirildi. RT-PCR islemi icin 5 pLL ¢cDNA, 5 uM primer ve
0,5uM prob kullanilarak reaksiyon karistmi hazirlandi. Kullanilan genlerin ekspresyon

diizeylerini standardize etmek i¢cin GAPDH ve Beta aktin mRNA diizeyleri referans olarak
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alindi. Transfeksiyon yapilmayan hiicrelerden cDNA kalibrator olarak secildi. Her bir 6rnek
ve kalibratér cDNA’lar1 duplike olarak ¢aligildi. Orneklere ait hedef gen konsantrasyonlari ile
referans gen konsantrasyonlar1 Delta Ct algoritmasi ile otomatik olarak hesaplandi. RT-PCR

Reaksiyon parametreleri Tablo 2.3’de,calisilan genler ve primer formiilasyonlar1 Tablo 2.4’de

sunuldu.
Tablo 2. 3. RT-PCR reaksiyon parametreleri.
Target ‘o) Acquisition Hold (hh.mm.ss) Ramp Rate C 1s)
Mode

Pre incubasyon None 00.05.00-00.10.00 4.4

95°C

Amplifikasyon None 00.00.10 4.4

95°C

Primer dependent None 00.00.15-00.00.50 2.2 (Target >50°C)
1.5(Target <50°C)

72°C Single 00.00.01 4.4

Cooling None 00.00.10 1.5

40°C

Tablo 2. 4. RT-PCR’da calisilan genler ve primer formiilasyonlari

Genler Primer Formiilasyonlari
Piwil2 F, 5’-CAGGCAGAGGCCATGTATTT-3’
R, 5’-AACATGCCGACCTCATGCT-3’
Bcl-XL F, 5’-ATCAATGGCAACCCATCCTG-3’
R, 5’-GTAAGTGGCCATCCAAGCTG-3’
Cyclin D1 F, 5’-TGCATGTTCGTGGCCTCTAA-3’
R, 5’-CAGTCTGGGTCACACTTGAT-3’
Akt F, 5’-ACGCCATGAAGATCCTCAAG-3’

R, 5>-TTAATGTGCCCGTCCTTGTC-3’
Stat3 F, 5>-ATTGACCAGCAGTATAGCCG-3’
R, 5’-TTCCAGCTGCTGCATCTTCT-3’

GAPDH F, 5-CCAGCAAG AGCACAAGAGGAAGAG-3’
R, 5’-AGCACGGGATACTTTATTAGATG-3’
p-actin F, 5CCTGAACCCCAAGGCCAACCGCGAG-3’
R, 5>-TGGGCACAGTGTGGGTGACCCCGTC-3’
Oct4 F, 5-GAC AAC AAT GAG AAC CTT CAG GAG-3'
R, 5'-CTG GCG CCG GTT ACA GAA CCA-¥
Sox2 F, 5>-TCCAAAAACTAATCACAACAATCG 3’
R, 5’-GAAGTGCAATTGGGATGAAAA 3’
Kif4 F, 5>-CACAAGTCCCCTCTCTCCAT 3’
R, 5’-GACCTTCTTCCCCTCTTTGG 3’
Nanog F, 5-GCGGACTGTGTGTTCTCTCAGGC-3'

R, 5-TTCCAGATCCGTTCACCAGATAG-3'

cMyc F,5 CTTCTCTCCTTCCTCGGACTC 3’
R, 5’CCTCATCTTCTTGCTCTTCTTCA 3’
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2.3. Immunositokimya, immunohistokimya analizleri

Transfekte edilen hiicrelerin ilgili genlere yonelik ekspresyon durumlarini degerlendirmek i¢in

yapilan immunboyama islemine ait prosediir asagida sunuldu;

1. Oncelikle preparatin hazirlanmasinda kullanilacak olan lameller hazir hale getirildi. Bu
amagla lameller iizerinde herhangi bir artik yada kalinti kalmamasi i¢in, petri kabina
yerlestirilen deterjan icerisinde 15 dk. bekletildiler.

2. Deterjan dokiiliip artiklar uzaklastirilmak i¢in lameller distile su ile yikandilar.

3. Tiim lameller hidroklorikasit icerisinde 30 dk. bekletildiler.

4. Hidroklorik asit dokiiliip distile su ile tekrar yikanan lamellerin tizerinde kalan su pegete
yardimiyla iyice cekildi.

5. Lamellerin igerisinde bulunan petri kabinin agz1 kapatilip alimiinyum folyo ile sarildiktan
sonra otoklavlandi.

6. Otoklavdan cikan lameller bir giin kurumaya birakild.

7. 6 I pleytlerin igerisine her bir pleyte 2 lamel koyuldu.Lamellerin iizeri kapanana kadar (1

ml kadar) FBS eklendi.1- 1,5 saat 37 °C de etiivde bekletildi. Ardindan FBS bosaltilip

LAF (Laminar Air Flow) i¢inde lamellerin iizerinin kurumasi beklendi.

Primer Antibody ilavesi asamasi:

Paraformaldehit Hazirlanmasi:

Prosediirde ortamda %4 formaldehit olmasi gerektigi icin mediumun da yar1 yariya
seyreltecegini diisiinerek %8 lik paraformaldehit hazirlandi.
100 ml icin : 8 gr. Toz paraformaldehit
92 ml. PBS de yaklagik 60 °C de ¢oziilmesi saglandi. pH 7,4 olarak ayarlandi.

BSA Hazirlanmasi:
Bu islem icin %5 lik BSA gerekmektedir. BSA hiicrelerin boyamada parlamasin
saglamaktadir.
100 ml icin: 5 gr. Toz BSA’nin, 95 ml. PBS de ¢oziilmesi saglandi.

eEkimi yapilan hiicreler uygun sayiya geldigi zaman baska bir 6 11 pleyte alindi. Bunun

icin ekimi yapilan hiicrelerin mediumundan 1 ml alinip baska bir pleyte alindi.

e Uzerine yeni yapilan paraformaldehitten 1 ml. ilave edildi.
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¢ Lameller yeni hazirlanan ortama aktarildi.
ePleyt 37 °C de 20 dk %5-10 COy’li inkiibatorde bekletildi. 20 dk gectikten sonra

pleytlerden medium uzaklastirilip tizerine 2 ml.PBS koyularak yikama islemi yapildi. 5
dk beklendi.
eDaha sonra PBS uzaklagtirilip ikinci bir yikama yapildi. Ikinci yikamada da 5 dk.
beklendi.
¢ Yikama sonunda PBS uzaklastirilip tizerine 1 ml.Triton X-100 koyulup yaklasik 2-5
dk.bekletildi. (Triton X-100 deterjandir ve boyalarin hiicre i¢ine gecmesini saglar)
¢2-5 dk sonunda Triton cekilip iistii kapanana kadar PBS koyulup 5 dk bekletildi.
eilk yikamada PBS cekilip tekrar PBS ile ikinci yitkamas1 yapild.
ePetrinin igerisine bir miktar PBS koyulur (Yikamalarda kullanilmak iizere)
eDiiz zemin olusturabilecek bir materyal {izeri parafilmle kaplandi.
e 3. yikama petri kabmin icerisine koyulan PBS ile yapilarak lamellerin fazla suyu
pecete yardimiyla alindi.
e[ ameller petri icerisine yerlestirilen parafilm iizerine koyuldu.
eHer bir lamel iizerine 80 ul. BSA damlatildi.
oTiim lameller 1 saat oda sicakliginda bekletildi.
eBu sirada her bir lamele 80 pl koyulacak sekilde 1/400 oraninda primer antibody
hazirlandi.
e] saat BSA soliisyonunda bekletildikten sonra lamellere yikama yapildi. Yikama icin
yine diiz zemin parafilmle kapland: ve iki yikama i¢in 100 er ul. PBS (toplam 1400 pl.
14 damla)parafilm iizerine damlatildi. Lamellere yikama yapildi. Her yikama da 5 dk
beklendi.
eYikama islemi bittikten sonra yine petriler ve diiz zemin parafilmle kaplandi.
eDiiz zemin parafilme 7 lamel yerlestirildi ve iizerlerine 80 pl. Primer antibody damlatildi.
o7 adet lamel +4 °C de 1 giin siireyle bekletildi.

Sekonder Antibody ilavesi asamasi:

e Her birine 80 ul koyulacak sekilde 1/400 oraninda sekonder antibody
hazirlandi. Sekonder antibody hazirlanirken igerisine 50 ng/ml DAPI de
koyuldu. 3 kez yikama yapildiktan sonra 80 ul. Sekonder antibody lameller

tizerine damlatildi ve oda sicakliginda 2 saat karanlikta bekletildi.



13

e 2 saat sonunda lameller yine 3 kez yikandi ve fazla sivi lamelin ucundan
hafifce alindi.

e (Goriintilemek icin lam iizerine antifade damlatildiktan sonra hiicrenin
bulundugu lamelin yiizeyi antifade tarafina gelecek sekilde lameller antifade
tizerine kapatildi.

e Antifade kurumasi i¢in 1 giin bekletildi.

e | giin sonunda lameller oje veya enterlan ile lama sabitlenerek Konfokal

mikroskop (Leica) kullanilarak goriintiileme islemine ge¢ildi.

2.4. In vitro tiimorojenik analiz

Elde edilen hiicre hatlarinin tiimorojenik potansiyelleri, kontrol hiicre hatlar1 ile
karsilastirmali olarak in vitro incelenmek iizere proliferasyon analizi ve apoptozis analizi ile
gerceklestirildi. Proliferasyon analizi i¢in MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difenil tetrazolium
bromid] testi yapildi. Steril PBS icerisinde hazirlanan stok MTT soliisyonundan, 0,5 mg/mL
MTT calisma soliisyonu hazirland1 ve 96 kuyucuklu plaklara ilave edildi. Inkiibatorde 3 saat
bekletildikten sonra plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri ELISA cihazinda (Glomax,
Promega) 540 nm dalga boyunda okutuldu. Kontrol kuyucuklar1 okutularak elde edilen
absorbans degerlerinin ortalamasi alindi ve bu deger %100 canli hiicre olarak kabul edildi.
Test kuyucuklarindan elde edilen absorbans degerleri kontrol absorbans degerine oranlandi ve
yiizde canlilik olarak kabul edildi. .Apoptozis analizi ise hiicrelerde transfeksiyon sonrasi
apoptoz olup olmadiginin incelenmesi i¢in gerceklestirildi. Bu amacla transfekte edilmeyen
hiicre hatlar1 ile transfekte edilen hatlarin apoptozis oranina bakildi. Bu islem i¢cin Annexin V
kiti kullanilarak FACS (BD Flowcytometry) yapildi. Sayis1 5000- 10000 olan hiicrelere
Annexin V kiti iretici firma direktifleri dogrultusunda uygulandi ve 10 dakikalik bir
inkiibasyonun ardindan apoptoz oranlari 6l¢iildii. Ayrica Piwil2 stabil transformatlarinda soft
agar analizi ile transformasyon (kanser olusumu) olusup olusmadigr fenotipik olarak
incelenmek istendi. Bu amagla %0.8’lik base agar (%1 agar, 1XRPMI, %10 FCS) tabakas1 ve
%0.7’1ik top agaroz soliisyonu (2xRPMI,%10FCS, %0.7 agaroz) hazirlandi. Her ikisi de 60
mm’lik petriye 3’er ml. konuldu. Piwil2 transfekte hiicreler iiretildikleri flaskdan toplanip
sayilarak petride 7,500 hiicre olacak sekilde eklenerek 3 hafta beklemek iizere 37 °C’de
inkube edildiler.
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3. BULGULAR
3.1. Meme epitel hiicrelerinin secilmesi, kiiltiir ve transfeksiyon bulgular

Calismada insan meme kanseri hiicre hatt1 olarak MDA-MB-231, MCF7 (Sekil 2a ve
2b) ve non-tiimorojenik epitelyal hiicre hatt1 olarak da MCF12A ile MCF10A (Sekil 3a ve
3b) kiiltiir ortaminda iretildi. Tiim hiicreler %80-90 konfluense ulastiklarinda pasajlanarak

diger islemler icin hazir hale getirildiler.

Sekil 2a. Kiiltiir ortaminda tiretilen Sekil 2b. Kiiltiir ortaminda iiretilen
MDA-MB-231 hiicre hattinin goriintiisii MCFT7 hiicre hattinin goriintiisii
Sekil 3a. Kiiltiir ortaminda iiretilen Sekil 3a. Kiiltiir ortaminda iiretilen
MCF12A hiicre hattinin goriintiisii MCF10A hiicre hattinin goriintiisii

3.2. RNA izolasyonu ve RT-PCR Analiz Bulgulan

MCFI12A ve MCF7 hiicre hatlart ile transfeksiyon sonrasi Piwil2 geni tasiyan
MCF12A ve MCFT7 hiicre hatlarinda Piwil2, Bcl-XL, Cyclin D1, Akt, Stat3, GAPDH, [-actin,



15

Oct4, Nanog, c-Myc, Klf4 genleri icin ekspresyon diizeylerine bakildi. SSEA-1, SSEA-3 i¢in
primer bulunamadig1 icin bakilamadi. Transfekte hiicre hatlarinda Piwil2, Oct4 ve Nanog
genlerine ait ekspresyon diizeylerinin (Sekil 4a, 4b, 4c) parental hiicre hatlarina gore anlamli
Olciide arttigi, diger gen ekspresyonlarinda ise parental hiicre ile transfekte hiicre hatlari

arasinda bir farklilik olmadig1 gozlendi.
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Sekil 4a. Transfekte Hiicrelerde RT-PCR’da Piwil2 ekspresyon diizeyleri
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Sekil 4c. Transfekte Hiicrelerde RT-PCR’da Oct4 ekspresyon diizeyleri

3.3. immunositokimya, Immunohistokimya analiz bulgular

Piwil?2 ile transfekte edilen MCF7 ve MCF12A hiicre hatlarinm1 Piwil2, Bcl-XL, Cyclin
DI, Akt, Stat3, GAPDH, p-actin, Oct4, Nanog, SSEA-1, SSEA-3, c-Myc, KIf4 yoniinden
incelemek iizere DAPI ve FITC boyamalar yapildi. Transfekte MCF12A hiicre hattinda Piwil2
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(Sekil 5a ve 5b), Oct4 (Sekil 6a ve 6b) ve Nanog (Sekil 7a, 7b) i¢in pozitif sonuclar alindi.
Transfekte MCF7 hiicre hattinda da aym sekilde Piwil2 (Sekil 8a ve 8b), Oct4 (Sekil 9a ve 9b)
ve Nanog (Sekil 10a, 10b) icin pozitif sonuglar alindi.

Sekil 5a Sekil 5b

Sekil 5a. Transfekte MCF12A hiicrelerinin Immunositokimya (ICC) ile karakterizasyonu Piwil 2 igin
DAPI ile ¢ekirdek boyamasi floresan mikroskopta goriintimii

Sekil 5b. Transfekte MCF12A hiicrelerinde Piwil 2 i¢in FITC ile Immunositokimyasal (ICC)
karakterizasyonu, floresan mikroskopta goriiniimii

Sekil 6a . Sekil 6b
Sekil 6a. Transfekte MCF12A, hiicrelerinin Immunositokimya (ICC) ile karakterizasyonu Oc#4 icin

DAPI ile ¢ekirdek boyamast floresan mikroskopta goriiniimii.

Sekil 6b. Transfekte MCF12A, hiicrelerinde Oct4 icin FITC ile Immunositokimyasal (ICC)
karakterizasyonu, floresan mikroskopta goriiniimii.




Sekil 7a Sekil 7b

Sekil 7a. Transfekte MCF12A hiicrelerinin ICC ile karakterizasyonu Nanog icin DAPI ile cekirdek
boyamasi floresan mikroskop goriiniimii.

Sekil 7b. Transfekte MCF12A hiicrelerinde Nanog i¢in FITC ile ICC karakterizasyonu, floresan
mikroskopta goriiniimii.

Sekil 8a Sekil 8b

Sekil 8a.Transfekte MCF7 hiicrelerinin ICC ile karakterizasyonu, Piwil 2 i¢cin DAPI ile ¢ekirdek
boyamasi floresan mikroskop goriiniimii.

Sekil 8b. Transfekte MCF7 hiicrelerinde Piwil 2 icin FITC ile ICC karakterizasyonu, floresan
mikroskopta goriiniimii.
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Sekil 9a Sekil 9b

Sekil 9a. Transfekte MCF7 hiicrelerinin ICC ile karakterizasyonu, Oct4 icin DAPI ile c¢ekirdek
boyamasi floresan mikroskop goriiniimii,

Sekil 9b. Transfekte MCF7 hiicrelerinde Oct4 icin FITC ile ICC karakterizasyonu, floresan
mikroskopta goriiniimii.

Sekil 10a Sekil 10b.

Sekil 10a. Transfekte MCF7 hiicrelerinin ICC ile karakterizasyonu, Nanog i¢in DAPI ile ¢ekirdek
boyamasi floresan mikroskop goriiniimii,

Sekil 10b. Transfekte MCF7 hiicrelerinde Nanog icin FITC ile ICC karakterizasyonu, floresan
mikroskopta goriiniimii.

3.4. In vitro tiimorojenik analiz bulgular

MTT analizine ait sonuglar Sekil 11a, 11b’de sunuldu. Transfekte hiicrelerde parental

hiicrelere gore proliferasyon oraninda 6nemli 6lciide artis oldugu saptandi.



19

Transfekte MCF7 hiicre hatti

Proliferasyon yiizdesi

24 saat 48 saat

Sekil 11a. MTT analizinde Piwil2 transfekte MCF7 hiicre hattinda proliferasyon yiizdesi.

Proliferasyon oran1 24. saatte %10 iken 48. saatte %85’e ulagmustir.

Transfekte MCF12A hiicre hatti

a
a
-
]
=
£
c
g
in
]
[\
(]
=
°
=
a

Sekil 11b. MTT analizinde Piwil2 transfekte MCF12A hiicre hattinda proliferasyon yiizdesi.
Proliferasyon orani 24. saatte %80 iken 48. saatte %120’e ulagmustir.

Piwil2 transfekte MCF12A ve MCF7 hiicre hatlarinda Annexin V ile yapilan apoptozis

analiz sonuglart Sekil 12a ve 12b’de sunuldu.
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Sekil 12a. Transfekte MCF12A Annexin V sonucu.
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Sekil 12b. Transfekte MCF7 Annexin V sonucu.

Piwil2 ile transfekte edilen MCF12A hiicrelerinde AnnexinV analizinde hiicrelerin
apoptozise gitmedigi gbézlenmistir Piwil2 ile transfekte edilen MCF7 hiicre hattinda parental

hiicre tipine gore bir kisim hiicrenin apoptoza ugradigi belirlenmistir.

Transfekte edilen nontiimorojenik epitelyal MCFI12A hiicre hattimin Piwil2 ile
tansfeksiyonu sonrasi tiimorojenik o6zellik kazanip kazanmadiginin fenotipik olarak
belirlenmesi i¢in yapilan soft agar analizinde; transfeksiyon sonrasi oldukg¢a hassaslasan bu
hiicrelerin hazirlanan soft agarda iiretilmeleri miimkiin olmadi. Hiicrelerin test ortamina

alindiktan kisa siire sonra 6ldikleri belirlendi.
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4. TARTISMA VE SONUC

Kanser insanlardaki 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Kanserde
tedaviyi olanakli kilmay1 amaglayan kanser arastirmacilart kanserin biyolojik kokeni, kansere
egilimi artiran genetik degisiklikler ve kanser olusumuna katilan sinyal ileti yollarim
aydinlatma alanlarinda biiyiik gelismeler katetmektedir (24). Son yillarda meme kanserinin
teshis ve tedavisinde ilerlemeler kaydedilmesine karsin meme kanseri metastaz yapmasi ve
%40 oraninda relaps Ozelligi ile kadinlarda halen kansere bagli Olimlerin 6nde gelen
nedenidir (25). Kanser kok hiicre hipotezi tedavide kanser kok hiicrelerinin hedef alinmasi
gerektigini Oneren yeni bir paradigmadir. Meme kanseri kok hiicre biyolojisinin bilinmesi
meme gelisimi ve potansiyel meme kanseri kok hiicreleri kaynagi oldugunun anlasilmasi
acisindan onemlidir (24). Kanser kok hiicrelerinin farklilasmasini indiikleyen veya kanser kok
hiicrelerinin eliminasyonunu hedefleyen cesitli yontemler ile kanser kok hiicre havuzunu
dagitmak konusunda c¢alisilmaktadir. Ancak bu tip tedaviler i¢in yontemlerin gelistirilebilmesi
oncelikle kanser kok hiicreleri ile kanser hiicreleri arasindaki farkliliklarin ve kanser kok
hiicrelere ait molekiiler 6zelliklerin tantmlanmis olmasina baghdir ve tedaviye direng ile ilgili
cesitli mekanizmalardan s6z edilmis olmasina karsin meme kanserinde direng ile iliskili
kanser kok hiicrelere ait mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamistir (25, 26). Bu calismada
meme epitel hiicrelerinin, bir kok hiicre proteini olan Piwil2 vasitasiyla meme kanseri kok
hiicrelerine doniismesinde rol oynayan molekiiller ve hiicresel yollarin arastirilmasi
amaclanmugtir.

Argonat proteinleri ailesinden Piwi alt ailesinin bir iiyesi olan Piwil 2 6zellikle testisde
ve esey kok hiicrelerinde eksprese edilirler, bu hiicre ve dokularin gelisiminde rol alirlar Piwi
ailesi cesitli organizmalarda kok hiicrelerin kendi kendini yenilemesi i¢in gereklidir ve ayrica
translasyonel regiilasyon ile gametogenezisde de rolleri vardir (27, 28) Insanlarda Piwi
ailesinin 4 iyesi tanimlanmistir; PIWIL1 (HIWI), PIWIL2 (HILI), PIWIL3 and PIWIL4
(HIWI2). Bu 4 iiye de primer olarak testis dokusundan eksprese edilirler. Ancak PIWIL2
(HILI), yalnizca esey hiicrelerden degil somatik hiicrelerden, prostat, meme, gastrointestinal,
ovarial ve endometrial kanser hiicrelerinden de eksprese edildikleri bildirilmistir (27). Bu
calismada da Piwil2’nin meme epitel hiicreleri ve kanser hiicreleri iizerindeki etkisi
arastirtlmak istenmis, bu hiicreleri kanser kok hiicrelerine doniistiiriip doniistiirmedigi
incelenmistir. Bu amacla nontiimorojenik MCF12A meme epitel hiicre hatt1 ile meme kanseri

hiicre hatlarindan olan MCF7 hiicre hatti, Piwil 2 tasiyan fiizyon genle transfekte edilmis,
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transfekte hiicrelerde Piwil 2 ekspresyonu RT-PCR ve immunboyama metodu kullanilarak
incelenmistir. RT-PCR’da her iki hiicre tipinde de Piwil 2 ekspresyonu yiiksek diizeyde
saptanmis, immunboyama ile de Piwil 2 varlig belirlenmistir. Bu durum MCF7ve MCFI12A
hiicrelerinin kanser kok hiicreye doniismiis olabilecegini diisiindiirmiistiir. Lee ve ark. (2006,
2010) ile Chen ve ark.’lar1 (2007) da meme kanseri kok hiicrelerinde Piwil2 ekspresyonunun
varligindan sz etmislerdir.

Meme tiimor hiicreleri acik bir sekilde embriyonik kok hiicrelerden farklhidir ¢iinkii
ayn1 pluripotent 6zelligi gosteremezler. Nanog, Oct4 ve Sox2 aktivasyon hedefleri arasinda
transkripsiyon regiilatorlerini kodlayan genler yiiksek gradeli meme tiimorlerinde tutarl bir
sekilde aktive edilirler. Dahasi Nanog, Oct4, Sox2 ve c-Myc icin aktivasyon hedeflerinin
ekspresyonu zayif Ol¢iide farklilasan tiimorlerde, iyi farklilasmis tiimorlere gore daha sik
gozlenir (29). Embriyonik kok hiicrelerdeki molekiiler kontrol, bazi tiimorlerde de aktif
olabilir. Embriyonik kok hiicre belirteclerinden bazi anahtar diizenleyiciler (Oct4, Sox2, Kif4,
Nanog) cesitli spesifik tiimorlerde eksprese edilirler. Ancak meme kanserlerinde bu
ekspresyonlara iligkin yolaklar heniiz tam olarak aydinlatilamamustir (30). Nanog, Sox2, Oct4
gibi pluripotens ile iligkili transkripsiyon faktorleri embriyonik kok hiicre belirtegleri olarak
bilinmektedirler ve yapilan son calismalarla farkli tiimor tiplerinde de bulunduklari
bildirilmistir (31). Kanser hiicreleri ve erken embriyonik hiicrelerin paylastigr bir cok
benzerlik agisindan, son zamanlarda insanlarda kanser cesitlerinde embriyonik genlerin
ozellikle Oct4’un ve ekspresyonlarinin arastirilmas: Onem tasimaktadir. Kendi kendini
yenileme yolunun anormal aktivasyonu karsinogenezde anahtar rol oynamaktadir ve kanser
olgularinda bu yolakda rol alan 6zellikle Oct4 gibi genlere ait ekspresyonlarin incelenmesi
zorunlu hale gelmistir. POU ailesine ait olan transkripsiyon faktorlerinden Oct4, embriyonik
kok hiicrelerin pluripotent 6zellikleri, kendi kendini yenileme o6zellikleri ve indiiklenmis
pluripotent kok hiicrelerin olusturulmasi icin gereklidir. Insanlarda Oct4 geni kromozom 6’nin
tizerinde yer alir ve 5 ekzon icerir. OCT4A ve OCT4B olmak iizere 2 izoformu vardir (32,
33). Oct4’un bazi pluripotent esey hiicre tiimorlerinde eksprese edildigi acik¢a gosterilmis
olmasina ragmen insan somatik tiimorlerinde ekspresyonu tartismalidir. Cesitli calismalarda
Oct4’un yetiskin kok hiicrelerde, somatik kanserlerde ve kanser kok hiicrelerinde eksprese
edildigi gosterilmisken bazi caligmalarda gosterilemedigi bildirilmistir (32). Bu nedenle
Oct4’un oOzellikle insan somatik kanser kok hiicre tiplerinde ekspresyonunun incelenmesi
onemlidir. Bu calisjmada da kok hiicre proteini olan Piwil 2 ile meme hiicrelerinin

transfeksiyonu sonrasi kok hiicreye doniisiimii degerlendirmek amaciyla Oct4 ekspresyonu
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incelenmistir. Transfeksiyon sonras1 RT-PCR sonuclarinda hem MCF7 hiicre hattinda hem de
MCFI12A hiicre hattinda yiiksek diizeyde Oct4 ekspresyonu saptanmis ve bu durum
immunboyama ile de dogrulanmistir. Dolayisiyla Oct4 ekspresyonu varligi, hiicrelerin kanser
kok hiicresine doniisiimlerine isaret ettigini diisiindiirmiistiir. Embriyonik kok hiicrelerde
Sox2, Nanog ve Oct4, kendi kendini yenileme yolaginin anahtar faktorleridir ve birbirleri ile
de etkilesim halindedirler. Bu faktorlerden birinin regiilasyonundaki artis yada diisiis
farklilasmay1 indiikleyebilir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda Oct4, Sox2, Nanog ve diger
transkripsiyon faktorlerinin kombinasyonel sekilde yiiksek diizeyde ekspresyonlarinin,
yetigskin somatik hiicrelerin pluripotent kok hiicre benzeri hiicre tiplerine programlanmasinda
rolleri oldugu belirlenmistir (34,35,36).

Sox2, SOX ailesi icgerisinde yer alan bir embriyonik kok hiicre transkripsiyon
faktoriidiir ve Sox proteinleri embriyogenezin erken donemlerinde eksprese edilirler ve
embriyoik ve ekstra embriyonik dokularin olusumunda rol alirlar. Sox2’nin meme gelisimi
sirasindaki rolii konusunda spesifik bir roliinden heniiz bahsedilmemistir. Ancak akciger
kanserinde, meningeomalarda, prostat kanserinde, pankreas kanserinde varligindan s6z
edilmistir. Ayrica yapilan bir ¢alismada postmenopozal erken donem meme tiimorlerinde ve
metastaz sekillenen lenf nodlarinda ekspresyonu saptanmistir (31,37,38). Bu calismada ise
Piwil2 ile meme hiicrelerinin transfeksiyonu sonrast MCF7ve MCF12A hiicre hatlarinda Sox2
ekspresyonu hem RT-PCR hem de immunboyamada saptanmamuistir.

Nanog, embriyonik kok hiicrelerde farklilasmada ve popiilasyonun kendini yenileme
yeteneginin siirdiiriilmesinde rol oynamaktadir. Nanog ekspresyonu meme tiimoriinde
proliferasyon artis1 ve metastazt ile iliskili iken, KIlf4’iin aksine meme tiimoriiniin
proliferasyonunda ve metastazinda supresif etkiye sahip oldugu bildirilmistir (39). Leis O. ve
ark.( 2012), meme tiimorlerinde transkripsiyon faktorlerin roliinii inceledikleri bir ¢calismada
hiicrelerde Oct 4, Sox2 ve Nanog ekspresyonlarini incelemisler fakat Oct4 ve Nanog
ekspresyonunu saptamamislardir (40). Ancak Nagata ve ark. (2012) meme tliimoriinde
yaptiklart immunboyamada Nanog varligini saptamislardir (39). Naderi ve ark.(2007), meme
kanserinde proliferasyon ve metastazla iligkili Nanog da dahil olmak iizere 70 gen varligini
incelemisler ve Nanog ekspresyonunun prognozda rol oynayabilecegini belirtmislerdir (41).
Ayrica Oct4 ve Nanog ekspresyonlarinin, Piwil 2 eksprese eden meme kanseri kok
hiicrelerinde yiiksek diizeyde oldugu da cesitli caligmalarda bildirilmistir (10-14). Bu
calismada da MCF7 ve MCF12A hiicre hatlarinda Piwil2 ile transfeksiyon sonrasi Nanog

ekspresyonu RT-PCR ile ve immunboyama ile belirlenmistir.
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c-Myc, onkojenik bir transkripsiyon faktorii iken Klf4, hem tiimor siipresyonu ve hem
de onkogenez ile iliskili bir transkripsiyon faktoriidiir. Bu faktorler de embriyonik kok
hiicrelerde ve meme kanseri hiicreleri de dahil olmak iizere kanser hiicrelerinde
belirlenmislerdir. Bu faktorler, kok hiicrelerin pluripotens 6zellikleri icin gerekli iken normal
hiicrelerin onkojenik 6zellik kazanmalarinda da role sahiptirler. Ancak tam rollerinin heniiz
acikliga kavusmadigi ve ¢ok sayida arastirma yapilmast gerektigi bildirilmistir (39). Akaogi
ve ark. (2009), yaptiklar1 ¢calismalarda meme kanseri hiicrelerinde Kl1f4 ekspresyonunu diisiik
diizeyde saptadiklarini bildirmislerdir. (42). Nagata ve ark. (2012), 100 hastada meme tiimorii
orneginde c-Myc, Klf4, Nanog, Oct4, Sox2 ekspresyonlarini incelemisler ve Nanog, Oct4 ve
Sox2ekspresyon varligini, c-Myc ve Klf4’e gore daha az Ornekte ve daha diisiik diizeyde
saptadiklarin1  bildirmislerdir (39) Bu calismada da c-Myc ve KIf4 ekspresyonu
saptanmamaigtir.

Transfekte edilen MCFI12A hiicre hattinda invitro tiimorojenik analiz bulgular
incelendiginde MTT testinde hiicrelerin 48. saatte yiiksek oOlc¢iide proliferasyona gittikleri,
Annexin V analizinde ise apoptozisin sekillenmedigi gozlenmistir. Bu bulgular RT-PCR ve
immunboyama bulgularinda belirlenen Oct4 ve Nanog ekspresyonlarinin varligr ile
birlestirildiginde taransfekte edilen hiicrelerin epitelyal-mezenkimal degisime (EMT) gitmis
olabilecegini ve ayrica yiiksek diizeyde Piwil 2 ekspresyonunun da olmasi bu hiicrelerin
kanser kok hiicresine doniistiigiinii diisiindiirmiistiir. Transfekte edilen MCF7 hiicrelerin ise
MTT testinde 48. saatte yiiksek Ol¢iide proliferasyona gittikleri ancak Annexin V analizinde
bir kisim hiicrenin parenteral hiicre tipine gore kismen apoptoza ugradiklar1 belirlenmistir.
Ancak transfekte MCF7hiicre hattinda da Oct4, Nanog ve Piwil2 ekspresyonlari
belirlenmistir. Her iki hiicre tipi icin de bu durum, meme hiicrelerinde esey hiicre
proteinlerinin (Piwil2’de dahil olmak iizere) reaktivasyonu ile sonuclanan hiicresel degisim ve
doniisiimiin olabildigi ve bu transforme hiicrelerde immortalite, invazivite, hipometilasyon,
immuniteden kacis ve metastatik kapasite dahil neoplastik Ozellikleri aktive edebilen esey
hiicre spesifik programinin varliginin cesitli calismalarda bildirilmesi ile desteklenmistir
(15,16,17). Ayrica Lee ve ark. (2006, 2010), meme kanseri kok hiicrelerinde Piwil2’nin roliinii
incelediklerinde proliferatif ve antiapoptotik bir etkiye sahip oldugunu, Chen ve ark.’lar1 (2007),
ise Piwil2’nin cevresel faktorlere bagli olarak prekanserdz kanser kok hiicrelerini regiile

ettigini  belirlemislerdir (8,9,15). Bu veriler de calismamiza ait sonuclar1 desteklemektedir.
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Sonug olarak normal meme epitel hiicreleri ile meme kanseri hiicrelerinin, kanser kok
hiicrelerine doniismesinde bir kok hiicre proteini olan Piwil 2 etkisinin arastirildigr bu
caligmada Piwil2 ile transfekte edilen MCFI2A ve MCF7 hiicre hatlarinda kok hiicre
belirteclerinden olan Oct4, Nanog ve Piwil 2’yi yiiksek diizeyde eksprese etmeleri,
transfeksiyon sonrasi Ozellikle nontiimorojenik MCFI2A meme epitel hiicrelerinde
proliferasyonun gézlenmesi ve dolayisiyla apoptoza gidisatin olmamasi bu hiicrelerde Piwil 2
vasitasiyla kanser kok hiicresine transisyonun sekillendigini fakat diger belirteclerin
saptanamamis olmasi da ilgili molekiiler yolaklarin ayrica ayrintili olarak incelenmesi
gerektigini ortaya koymustur.

Bu proje ile ayrica multidisipliner bir ¢calisma ortaminin kurulmas: da hedeflenmisti,
bu hedef ilk olarak projenin baslamasiyla birlikte ERU Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik
Arastirma merkezinde kurulan Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari gelistirildi, parelel yiiriiyen

caligmalar da bu vesile ile orada gerceklestirildi.
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