T.C.
ERCYES UNIVERSITES
BILIMSEL ARASTIRMA PROJELER
KOORDINASYON BiRIMi

PROJE BASLI Gl

KOK HUCRE PROTE iNi PIWiL-2’N iN PROSTAT EPITEL
HUCRELER iNiN KANSER KOK HUCRELER iNE GECISINDEK i
ROLUNUN LnCAP HUCRE HATTINDA ARA STIRILMASI

Proje No:
TSA-11-3538
Proje Turl

Normal Aratirma Projesi

SONUC RAPORU

Proje Yuratlcusu:
Halit Canatan
Tip Fakultesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

Arastirmacinin Adi Soyadi
Halit Canatan
Tip Fakultesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal







TESEKKUR

Arastirmanin  yapiimasini  destekleyerERCYES UNVERSTES BI/L/MSEL
ARASTIRMA PROJELERKOORDNASYON BR/MI'ne tesekkirii bir borg bilirim.

Bu proje, Erciyes Universitesi, Betll Ziya-Eren Biyoteknoloji Ulgma Argtirma
Merkezi (ERBOTEK) bunyesinde c¢aima gruplarinin organize edilmesi sirasinda
olusturulmustur. Her ne kadar proje baurumuzda yuratici hari¢ toplam 16 @macinin ismi
yer almgsa da, projenin yurutilmesi ve gercakiesini sglayan proje ekibinden 6zellikle
Ars. GOrv. Nazmiye Bitgen ve Ar Gorv. Hilal Akalin’a tgekkurlerimi sunarim. Dog. Dr.
Servet Ozcan’a, Proje ekibinde olmamasinanen, katkilarindan dolayr 6zelliklesekkiir
ederiz.



OZET

ABSTRACT

1. GIRIS ve AMAC

2. GENEL HLGILER

3. GEREC ve YONTEM
4. BULGULAR

5. TARTISMA ve SONUC
6. KAYNAKLAR

7. EKLER

ICINDEKILER

Sayfa No
5

6

13
20
26
29

31



KOK HUCRE PROTE iNi PIWIL-2’NiN PROSTAT EPITEL HUCRELER iNiN
KANSER KOK HUCRELER INE GECISINDEKI ROLUNUN LnCAP HUCRE
HATTINDA ARA STIRILMASI

OZET

Prostat kanser prevelansi yuksektir vglayartmaktadir. Prostat kanserinde timorin
ortaya ¢ikmasi ve buyumesi ile ilgili olarak, timor icerisindarfser kok hicreleri” olarak
tanimlanan farkli bir hicre grubunun vanha dair 6nemli kanitlar mevcuttur. Kok hticre
proteini Piwil2, arganot (argonaute) protein ailesine ait @doilinmektedir. Piwil2 gey kok
hiicre gekimi ve devamhilgindan sorumludur. Kok hticre proteini Piwil2’'nin pek cokiite
kanserde ifade edilghi 2006 yilindan beri bilinmektedir.

Bu calsmada insan prostat epitel hiicre hatti olan, immortalize edilMCAP modeli
kullanilarak kok hicre proteini Piwil2 ekspresyonunun etkisi, stabil hicréinimat
olusturulmasi ve kok htcre ile kanser huicre 6zelliklerinin tanimlanmadaklid olmak tzere,
¢ssitli kok hicre teknolojileri ve molekuler teknikler kullanilarak incelenmesi aamagktir.

Ilk asamada Piwil2 iceren ve icermeyen plasmid konstruktlar hazirlandCaP
hiicreleri, prostat kanser hicre hatti, Piwil2iyian vektor kullanilarak transfekte edildi.
Piwil2 tasimayan vektor ise kontrol grubunu transfeksiyon icin kullanildi. Hicrelerin
morfolojilerini degerlendirmek igcin immunositokimyasal boyangeemi gerceklstirildi. Piwil
2 transfekte edilngi LnCAP hicrelerinden 200 hiicre sayilarak GFP+ ve GFP- hicrelerin
yuzdeleri belirlendi. Buna goére Piwil 2 ile transfekte ediltodnCAP hicreleri % 11-15 arasi
GFP+ hicre icermektedir.

RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve miteakiben yapilan RT-PCR i (gpesifik
primerler kullanilarakPiwil2, Bcl-XL, Cyclin D1, Akt, Stat3 GAPDH g-actin, Oct4, Nanog,
SSEA-1, SSEA-3, Klf4, Myc genlerine yonelik) spesifik amplifikasydemi gerceklstirildi.
Kontrol ve Piwil2 iceren hiicreler arasinda anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05).

Projemiz, Erciyes Universitesi biinyesinde kurulan, eski adi ilei@RBK, yeni adi
ile GENKOK (genome ve kok hiicre merkezi) biinyesinde hayata egecigkekirdek
projelerden biridir. Her ne kadar gahamizin son kismi FACS imkanlarimizin yetemesi
nedeniyle tamamlanamagaa da, bir ¢ekirdek proje olan bu gala sayesinde GENKOK
binyesinde belli molekiler tekniklerin (6r. Hicre kulturd, transfeksiyon,tima PZR vs)
protokollerin yerlgtiriimesi ve geng¢ agtirmacilarin gitiimeleri baar ile tamamlanntir.
Elde edilen veriler, 6-9 Ekim 2011 tarihlerinde Kayseri’de diizenlenesl&fl arasi katilimh
Konferansta (1st International Conference/Workshop on Stem Cell Reseand
Applications) teblg olarak sunulmgtur.

Anahtar kelimeler: Prostat kanseri; kdk hiicre; kanser kok hicresi; piwil 2 geni



INVESTIGATION OF THE ROLE OF PIWIL-2 IN TRANSITION OF HUMAN
PROSTATE EPITHELIAL CELLS TO CANCER STEM CELLS IN A LnCAP CELL
LINE

ABSTRACT

Prostate cancer prevelance is high and increases with age. Several lindsrofeevi
indicate that there are group of cells inside tumor tissue named as “canceel&&mhich
are responsible for development and growth of prostate cancer tumor. It is documented that
Piwil2, a stem cell protein, belongs to the Argonaute family of proteins. Piwg3p®nsible
for development and maintenance of germline stem cells. It is known since 2006 tHasPiwil
expression is present in many different types of cancers.

The present study aimed at studying effect of stem cell pré#n2 in a human
prostate epithelial cancer cell line, immortalized LNCaP molgl establishing a stable
cancer cell line , determination of stem cell and cancefezgllires by using various stem cell
technologies and molecular techniques.

Plasmid constructs with and without Piwil2 were prepared at tee diep. LNCaP
cells, prostate cancer cell line, were transfected with pisicontaining Piwil2. Vectors
without Piwil2 were used to transfect for controls. Immunocytochdnsta@nings were
carried out for evaluation of cellular morphologies. 200 transfectecabPNsglls were counted
and percentages of GFP+ or GFP- were determined. Piwil2-tctadfeNCaP cells were
determined to have 11-15% GFP positivity.

Following RNA isolation and cDNA synthesis and subsequent RT-PCR (by using gene
specific primers foPiwil2, Bcl-XL, Cyclin D1, Akt, Stat3 GAPDH, p-actin, Oct4, Nanog,
SSEA-1, SSEA-3, Klf4, Myc) reactions were carried out for spearhplifications of genes
of interest. There were no statisically significant diffeemndetween kontrol and Piwil2
containing cells (p>0.05).

Our roject was one of the core projects initiated at the IBRBK, or with its new
name GENKOK (genome and stem cell center) of Erciyes Uniyeislthough we were
unable to complete the last part of the study due to delay and |&kC8 facility, certain
molecular techniques (cell culture, transfection, real time &R protocols have been
established and training of young researchers is accomplished undemtirella of
GENKOK. Our results from the project was presented as a poster in a iotghadnference
(1st International Conference/Workshop on Stem Cell Research and agplg) held in
Kayseri during October 6-9, 2011.

Key words: Prostate cancer; stem cells; cancer stem cells; piwil 2 gene.



1. GIRIS VE AMAC

Kanser butin dinyada, kardiovaskuler hastaliklarin ardindan, olimlerden ikinci
derecede sorumludur (Jemal ve ark., 2011). Prostat kanser prevelansi iyiksektla
artmaktadir (Gronberg H 2003, American Cancer Society, 2005). Dinya cgmostat
kanseri 1975’te 200 000 yeni vakadan 2002’de 700 000 yeni vakaya tirghan2006’da
Avrupa’da prostat kanserinin, 345 900 yeni vaka ve 87 400 6lumle, erkeklerdeetditdns
kanserler icinde dordinci sirada @duahmin edilmgtir (Ferlay J ve ark., 2007).

Prostat kanserinde tumorin ortaya c¢ikmasi ve biyumesi ile ilghalgl timor
icerisinde “kanser kok hucreleri” olarak tanimlanan farkli bir higstdounun varfiina dair
onemli kanitlar mevcuttur. Son ggtieler birgok kanser tirinun kanser kok hicreleri olarak
tanimlanan bu kicuk hicre toplglu tarafindan kontrol edildini gostermgtir. Kanser kok
hiicreleri, tumdrun dangicindan sorumlu olan ve tumor dokusundaki ¢cok sayida farlsia
hiicre toplulgunu olgturan hicrelerdir. Ayni 6zgu sinyal ileti sistemleri, kanser kok
hicrelerinin ve normal kok hucrelerin kendi-kendini yenileme ve/veya Iakiasinda
fonksiyonel rol oynarlar. Aralarindaki feca fark ise kanser kok hicrelerinde ilgili sinyal ileti
sistemlerinin dizenlenmesi glgmektedir. Son ¢cajmalarla kanser kok hicrelerinin ila¢ ve
radyasyon tedavisine direncli olduklari da belirlegtmi Kanser kok hicre agarmalarinin,
tumor hicre biyolojisinin daha iyi aglédmasi icin yeni yaklgmlarin gelgtiriimesi ve yeni
kanser tedavileri okiurulmasi icin yeni kapilar acagadistinilmektedir. (Pardal ve ark.,
2003; Vermeulen ve ark., 2008; Al-Hajj ve ark., 2004).

Bu 6zgiin cayjmadainsan prostat epitel hiicre modeli kullanilarak kok hiicre proteini
Piwil2 ekspresyonunun etkisi, stabil hicre hattininstolwimasi ve kok hicre ile kanser
hiicre 6zelliklerinin tanimlanmasi da dahil olmak Uzergitlcédk hiicre teknolojileri ve
molekdler teknikler kullanilarak incelenmesi amaclanolup, prostat epitel hicrelerinin, bir
kok hicre proteini olan Piwil2 vasitasiyla prostat kanseri kok huareleidngmesinde rol
oynayan molekuler ve hiicresel yollarin aydinlatiimasi hedefignmi

Projede prostat epitel hiicrelerinin prostat kanseri kok hiicrelergngngke Piwil2’nin
etkisi, prostat epitelyal hicre kultirt kullanilarak géi. Bu amagcla insan prostat epitel
hiicre hattt memeli epitelyal hiicreleri olarak kullanildi. Bu hiécré&liwil2 eksprese eden
fuzyon genle transfekte edildi ve stabil hiicre hattstalwldu. Cakmamizda insan prostat
epitel hicre hatti olarak dliumsugieilmis olan LnCAP hicre hatti kullanildi (Horoszewicz
ve ark., 1983).



2. GENEL BILGILER

2.1.GIRIS

Bir timaorin olgmasi ve buyimesinin, timor icerisinde bulunan ve kanser kok hicreleri
olarak tanimlanan farkli bir hiicre grubu tarafindan yonlendiritdi dair kanitlar mevcuttur
(Pardal ve ark., 2003; Vermeulen ve ark., 2008; Al-Hajj ve ark., 2004). Ornak ofiiksek
oranda CD44 ekspresyonuna sahip, CD24 ekspresyonundan yoksun yéldardiida sahip
olan (CD44C/CD24™") hiicreler, malign insan @géis kanserinden gtanan pleural
effizyondan izole edilngtir. Bu hucreler (immuno-deficient) NOD/SCID farelere enjekte
edildiginde yiksek dizeyde tiumorojenite gostetendir (Al-Hajj ve ark., 2004). Prostat
kanserinde kok hiicre yiizey belirtecleri Che231"9"/CD133 ve androjen reseptér negatif
olarak gosterilmitir (Collins ve ark., 2005). CD44kanser kok hiicreleri Matrigeli invaze
etme yetengine sahiptir ve bu da prostat kanser kok hicre grubunun tipik gzeléirak
bazal memrani invaze etme yet@negostermektedir (Klarmann ve ark. 2009). Néroendokrin
diferansiyasyon gosteren insan prostat kanser dokulari @D44 bu da androjene rezistans
kazanma ve tumor rekirensinde rol oynayabilir (Palapattu ve ark. 2009).

Kok hicreler ile projenitdr hicreler, kanser s@naalari acisindan buyuk ilgi
cekmektedir. Cunkd bu hicrelerin malign transformasyon icin ilk hedef gwldu
disunulmektedir. Gametogenezis ve kansersgeliarasinda bir ikki olduga dair kanitlarin
yani sira kanser kok hticre teorisinin ortaya ¢ikmasi ve trofobldskklardan koken alan
germ htcrelerle i$kilendirilen kanser trofoblastik teorisinin 6nerilmesi (Burleigh, 2008), bu
calisma ile prostat kanseri kdk hticrelerinde bir 6nsiglyekdk hiicre proteini olan Piwil2
ekspresyonunu agarmamizin temel nedenleridir.

Piwil2, Gyeleri korunmuPAZ ve PIWI ile karakterize olapiwi gen ailesine aittir ve
kok hicreler ile gy hicrelerin kendi kendini yenileme mekanizmasinda, RNA
baskilanmasinda ve farkli organizmalardasgelisirasinda translasyonel regtlasyonda dnemli
rollere sahiptir (Kuramochi-Miyagawa ve ark 2004). Piwill ve Plmih spesifik olarak
premeiotik gey hucreleri tarafindan eksprese edgildiesitli arastirma gruplarn tarafindan
daha 0Once goOsterilgtir fakat bunlarin pek c¢ok timor tirlerinde de eksprese ¢dildi
bildirilmi stir (Pardal ve ark. 2003; Vermeulen ve ark. 2008; Al-Hajj ve ark. 20@in€ ve
ark. 2005; Klarmann ve ark. 2009; Palapattu ve ark. 2009; Burleigh 2008; Kuramochi-
Miyagawa ve ark 2004; Lee ve ark. 2006). Fare ve insandaki piwil2 gepilerigen ailesinin



uyeleridir, ve ozellikle testiste ifade edilirldnsan Piwil2 geninin testikiilar seminomalarda
(spermatogoniadan koken alan timor) ekspresegoldancak testikilar non-seminoma
tumorlerde ise exprese edilmgidbildirilmistir. Piwil2 geninin farkli timor ¢gtlerinde de
ornesin insanlarda prostat, meme, gastrointestinal, ovarian ve endorketig@r ve farelerde
meme, rhabdomyosarcoma ve medulloblastoma gibi farkli timgtlecede de exprese
edildigi bildirilmi stir. Bu sebeple, Piwil2 kanser/testis antijenlerinin gincel bisiigéarak
kategorize edilmektedir (Lee ve ark. 2006).

Piwi, germline kok hicre bélinmelerinde bir hiicre otonom promoter’i rolimatisa
Tek germline kok hicrelerinden, Piwi proteinin kaldiriimasi kendi bolinmaeiior ciddi
sekilde azaltmaktadir. Somatik hicrelerde piwi geningnri aexpresyonu germline kok
hiicrelerinin sayisinda ve kendi bolinmeleri oranindgaastol acar (Lee ve ark., 2010).
Memelilerde, piwi genleri testis ve embriyonik dokuda Uretilir permnatogenesiste dnemli
rol oynarlar. Fare genomunda 2 piwi homolog geni tesbit edimgmiwi, mili ya da piwil2).
Miwi" siz fareler spermatogenesisini tamamlayamaz, anqadensatid safhasinin bada
bekleme olgturur. Mili'siz fareler ise spermatosit safhasinda spermaiemsi
durdurmaktadir (Cox ve ark. 2000; Kuramochi-Miyagawa ve ark. 2001).

Ayrica Lee ve ark. (2006, 2010), Piwil2'ninggé kanseri kok hicrelerindeki rolint
argtirmiglar ve Piwil2'nin proliferasyonda ve bu hicrelerin apoptozisden kurtulmasinda
onemli bir rol oynadiini saptanglardir. Yaptiklari cakmalarda Piwil2 hedef genini
tanimlayabilmek igin, fare normal NIH3T3 hucreleri ile PiwilRsprese eden NIH3T3
hiicreleri arasinda mikroarray uygulatardir. Anti-apoptotikBcl-XL geninin yiiksek dizeyde
ekspresyonunun indiklenmesini  Piwil2 eksprese eden fibroblast hucrelerinde
gozlemlemglerdir. Ayrica artan Bcl-XL ekspresyonunun sinyal dgifitiict ve transkripsiyon
3 (Stat3)’uin aktivatorinin ekspresyonundakiskrtkorrale oldgunu saptamglardir. Piwil2
ekspresyonu, apoptozisin inhibisyonu ve artan proliferasyon arasindgkntona Piwil2
eksprese eden fibroblast hicrelerde goOstdendir. Buna ek olarak yungak agar test
sonuclarina goére Piwil2 ekspresyonunun, fibroblastik htcrelerin transfgomasu
indukledigini bildirmislerdir (Lee ve ark. 2006, Lee ve ark. 2010).

1900’14 yillarin b@inda John Beard, kanserigeg hiicre kdkenli oldgu goristinden s6z
ederek gey hucrelerin dnemli bir b6liumunin embriyonik geh strecinde migrasyondaki
sapmalar nedeniyle gidecekleri yere sulada begarisiz olduklarina dikkat cekgtir.
Suruklenen bu hicre populasyonu daha sonra anormal durumlarda kekiBenmesine

neden olabilmektedir. Bu hipotez primordiyaieg hulcrelerinden ifade edilen veeg



hiicrelerin idamesi icin gerekli olan Oct4 ve Nanog ekspresyonlaRiwil2 eksprese eden
ark. 2008;Pesce ve arkl998; Kehler ve ark. 2004; Chambers ve ark. 2@0anwrightve ark.
2005).

2.2. On Bulgular / yayinlar: Piwi ailesine bgli genler, bugin itibari ile bilebildimiz kadari
ile, desisik organizmalarda kok hicrelerin kendi kendilerini yenilemelerindekgjesian ilk
gen ailesi olarak tanimlanmaktadir (Bello ve ark. 1997). Piwil2 genfarkli kanser
tiplerinde ifade oldgu ile ilgili calismalar olmakla birlikte insan prostat kanseri ile ilgili
olarak, projenin hazirlang tarih itibari ile PUBMED’te Prostate ve Piwil2 anahtar kelimeleri
ile yapilan taramada sadece bir tekggah mevcut idi (Lee JH ve ark. 2006). Piwil2’nin
ekpresyonu normal insaigdkil 2.1.A) ve fare §ekil 2.1.B) dokularinda RT-PCR ile analiz
edilmis olup, her iki tirde de sadece testiste ekspresgwldaptanmtir (Lee ve ark. 2006).
Piwil2 dahil, Piwi gen ailesine & genlerin 6zellikle testiste cok miktarda ekprese olduklari
bilinmektedir (Bello ve ark. 1997). Dikkat ¢ceken nokta testisndaki dger insan (dalak,
akciger, kalp, beyin, bdbrek, kas, ovaryum, kagacj Sekil 1A) ve fare normal dokularinin
(kolon, kemik iligi, beyin serebellumu, ince pasak, fotal beyin, kalp, bobrek, spinal kord,
akciger, plasenta, prostat, tukrik bezi, iskelet kasi, dalak, mide, tiroid, befasu, uterus)
hicbirinde Piwil2 ekpresyonunun saptanamaaimasidir (9).
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Sekil 2.1. RT-PCR metodu ile insan (A) ve fare (B) dokularinda Piwil2 gen ekpresyonunun
analizi. GAPDH pozitif kontrol olarak kullanilgtir. (Lee ve ark. 2006).

Piwil2 gen ekspresyonu gigik on adet insan kanser hiicre hatlarinda da analiz gdullog
dokuz tanesinden pozitif sonug alintm (Sekil 2).
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Sekil 2.2. RT-PCR metodu ile insan kanser hiicre hatlarinda Piwil2 gen ekpresyonunun
analizi. GAPDH pozitif kontrol olarak kullanilgtir. (Lee ve ark. 2006).

Sekil 2.2. de gorildgii gibi, insan prostat kanser hicre hatlari olan PC-3, DU-145 ve LNCAP
de Piwil2 ifade olmaktadir.

Farkli insan kanser dokularinda Piwil2 ekspresyonu da analiz ¢dlog, ¢cgundan
pozitif sonuc alinngtir (Sekil 2.3). Bazi tip kanserler icin farkh hastalardan alinan
numunelerde de Piwil2 ekspresyonu analiz egiim{1-4: ovaryum>5-8: prostat, 9-13: lenf

bezi, 14-20: meme kanseri).
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Sekil 2.3. RT-PCR metodu ile insan kanser dokularinda Piwil2 gen ifadesinin analizi.
GAPDH pozitif kontrol olarak kullanilngtir. CT:Kolon, OD:ovaryum, MMMT: endometriyum,
RCC: renal hiicre karsinomu, GIST: gastrointestinal stromal timoér, SSE: dnglaman stromal
sarkomu, ACE: endometriyumun adenokarsinomu, PC: pankreasin squamous hiicre karsinomu, WB:
normal kadin kani, ACP: pankreas adenokarsinomu (Lee JH ve ark. 2006 ).

11



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

Demirbas Malzemeler

e etuv

» otoklav

e su banyosu

» distile su cihazi

*  pH metre

* mikroskop

* hassas terazi

» spektrofotometre

e santrif(j

e saosutmali santrifgj

» derin dondurucu

* mikrodalga firin

e thermal cycler

» otomatik mikropipetler
e UV transiluminator

* laminar flow

» vertikal ve horizontal elektroforez sistemleri
e guc kaynaklari

* vortex

Sarf Malzemeler

. LN CAP hiicre hatti
. RPMI 1640 500 ml
. PEN STREP (4x) 100 x SOLUTION (100 ml)

. INSULIN 100 mg VIALS

12



TRYPSIN (0,05%) EDTA (5x) 100 ml
TRYPSIN (0,25%) EDTA (4x) 500 ml
PBS

TRYPSIN INHIBITOR (2x) 100 ml
FREEZING MEDIA 10 ml*10=100 ml
DMSO (3x) 100 ml

LEIBOVITZ'S L - 15 MEDIUM (10x) 500 ml
FETAL BOVINE SERUM (10x)

G418 (4x)

6 - WELL CELL CULTURE PLATE (100x)
12 - WELL CELL CULTURE PLATE (50x)
24 WELL CELL CULTURE PLATE (50x)
CELL CULTURE FLASK (200x) HTRELI
CELL CULTURE FLASK (100 x) BE.TRELI
CELL CULTURE FLASK (50x) BLTRELI
CELL CULTURE DISH (10 x)

CELL CULTURE DISH (10 x)

CELL CULTURE TUBE (50x)

CELL SCRAPER (50x)

REACTION TUBE 1000 ADET iK

REACTION TUBE 1000 ADETIK

13



PIPETTE 10 ml (2 CARTON) 200LUK TEK TEK STHR
PIPETTE TIPS 10-200ul 96 LIK

PIPETTE TIPS 201 - 1000 ul 60 LIK

PIPETTE TIPS 0,5-20ul 96 LIK

NANOG ANTIBODY

SSEA3 ANTIBODY(MC631)

BCL2L1 (PHOSPHO S62) ANTIBODY

BRDU ANTIBODY (BU1/75 (ICR))

CD133 ANTIBODY- STEM CELL MARKER
Anti-Mouse IgG-Cy3

Anti-Rabbit IgG-FITC

96 WELL PLATE U BOTTOM

96 WELL PLATE F BOTTOM

MIKROPIPET TiPI 10-200 pl 1000 iK

MIKROPIPET TiPi 0,5-10 pl 1000 iK

PAP pen (ab2601)

Citrate Buffer pH 6.0 (ab64214), (10x125 ml)=1250 ML
Citrate Buffer pH 6.0 (ab64236), (100x50ml)=BTRE
CASPASE 3, COLORIMETRIC ASSAY KIT

SLIDE FLASK 1 - WELL SLIDE (50x)

DH5se COMPETENT CELLS

14



. Copy number positive control

. Custom RT PCR assay 100 rxn

. Reverse transcription kit
. Mastermix 400 rxn
. Total RNA isolation kit 5ml

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Prostat epitel hiicrelerinin secilmesi, kultir edilmesi

Insan prostat kanseri hiicre hatti olarak LNCaP epitelyal hiictekblgnildi (27). Bu
hiicre hatlari American Type Culture Collection (ATCC, RockvilleD,MCat no: CRL-
1740’dan s&lanarak uretici firma talimatlar goultusunda kulttre edildi.

Transfeksiyonu miteakip, iki farkli LNCap hiicre grubu kiltire edildi:

a- Piwil2-GFP' iiceren LNCaP hiicrelerinin kiiltire edilmesi

b- Piwil2-GFP' iigermeyen (kontrol) LNCaP hiicrelerinin kultiire edilmesi

3.2.2. Prostat LNCaP epitel hiicrelerinin transfeksiyonlari

LNCaP hicreler elektroporator vasitasiyla transfekte i.eddgha sonra hucreler
blylitme mediumunda 3 gun sireyle tekrar kiltire edildi ve 48 saat sonrdsioda
fenotipleri floresan mikroskop kullanilarak incelendi. Stabil transfdiiereler, hiicrelerin

G418 iceren mediumda 2 hafta inktibe edilmesiyle ayrildi.

3.2.3.Immunositokimya

Piwil2 eksprese eden hicreler %4 paraformaldehidle fikse edilmeden%5@-60
konfllansa ulgana dek bdlmeli flasklarda (chamber slides) kdltire edildi. Dalnaas
hicreler, 1:200’'luk dilisyonda hazirlagroldusumuz monoklonal anti-Piwil2 antikorlari ile
inkubasyonu takiben U¢ kez PBS’e daldirildi. Oct4, Sox2, Stat3, CD133 ve Nanog
immunboyamasi 1:200'ltk dilisyonda hazirlanan poliklonal anti-Oct4, anti-SoxZStat®,

anti-CD133 ve anti-Nanog antikorlari kullanilarak yapildi.
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Hucreleri saymak ve hicre morfolojilerini giglendirmek icin immunboyamalémi
gerceklatirildi. Bu amacla DAPI (VECTASHIELD® Mounting Medium with DAPVector
Labs), 0.1 M PBS’de dilue edilerek kullanildi. Daha sonra ydk200 hiicre sayildi.

3.2.4. RNAlzolasyonu

Prostat kanser ve normal hticre hatlarindan total RNA ekstraksiyiorRNgasy Mini
kit (QIAGEN, Hilden, Germany) Uretici firma talimatlarn ghaltusunda kullanildi.

Prostat kanser ve normal hiicre hatlarindan yapilan kilttrlerde %60-70 kesaflla
ulasan hicreler fikse edilmeden 6nce total RNA ekstraksiyonu icin fimdl tsoliisyonu

icerisine alindi. Trizol (invitrogen) yontemi kullanilarak trefiomanin 6ngérdgu protokole

gore RNA izolasyonu yapildi. 1 ml TRIZOL iginde yaekkallxlo6 hicre tekrarli pipetleme ve
2.5 ml siringa ve 20G gne ile parcalayarak (3-5 defa) liziz edildi. (bgamada gerekli
durumlarda numuneler —20°C de 1.5 ml Eppendorf Tuplerinde saklandi). Nukleoprotein
komplekslerinin tamaminin agmasi icin 6rnekler 10 dakika oda sicgkida c¢c6zindu.
Ornekler 37°C de 10 dakika ve 1400 rpm de Thermo Mixer esjigitti. Bu arada érnekler
2-4 defa iyice vortekslendi. Santrifij ardindan &an, gagida pembe fenol-kloroform fazina,
bir interfaza ve Ustte renksiz bir akdz faza ayrilir. RNAnyada akdz fazda bulunur.
Interfazdan protein alinmaz. Ak6z faz, homojenizasyon icin kullanilaZ@RIUn yaklgik
60% lik hacmini meydana getirmektedir. Akdz faz yeni bir tipe aktak, Kloroform ile
yikama tekrarlandi. Kisaca vortekslenip, ayekilde santriflijlenip akdz faz temiz bir tipe
aktanldi. %100 alkol ile kagtirarak RNA akoz fazda c¢okturalda. $@angic
homojenizasyonu icin kullanilan her 1 ml TRIZOL i¢in 0.5 mgwo (4°C) %100 etanol
kullanildi. Kisaca vortekslenen ornekler -20°C de 30 dakika inkibe edilip, 10 de)6k®
rom de santriflj edildi. RNA c¢okeltisi tipin yaninda ve dibinde jelibnisipelet olgturur.
Supernatant atildiktan sonra RNA peleti bir kez %75 etanol ile ykaiB#langic
homojenizasyonu icin kullanilan 1 ml TRIZOL i¢cin en azindan 1 ml %7Boéteklenir.)
Ornekler vorteksle kagtirilip en fazla 8400 rpm de 5 dakika 8°C de santrifiij edildi.1000
pipetle (her zaman peletin kartarafindan) stpernatant dikkatlice uzaklaldiktan sonra,
RNA peleti kisaca kurutdu. (Thermo Mixer de 37°C de 2-5 dakika). RNA 20-BNase-
free su kullanilarak hemen ¢6zdurildi. Konsantrasyon tayinini miteakiben d80EDNA
yapmak icin muhafaza edildi.

Elde edilen RNA’larin spektrofotometrede (NanoDrop ND1000, NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE, A.B.D) 260 nm dalga boyunda konsantrasyonlari belirlendi.

16



3.2.5. cDNA Sentezi

cDNA sentezi icin Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis” kit{(Roche)

kullanildi. cDNA sentezi yapilirken random hekzamer ve oligo DT gntemi miks olarak ve

enzim olarak ddranskriptor High Fidelity Reverse Transkriptaz enzimi kullanildi.

Baslamadan ©Once butin reaktifler ¢cozilur, kisa santriflj yapilirs@alsiresince reaktifler

buz blgu tizerinde tutuluriki farkh karisim (mix) hazirlanir.

Template-Primer Kagiminin Hazirlargi:

Komponent Volume Son konsantrasyon
Anchored-oligo (dT) Primer| 1 microL 2.5microM
Random Hexamer Primer 1 microL 60microM

H20, PCR-grade

11.4 microL-ye tamamla

RNA

5 microL

1nanogram — 4 microgram

TOTAL VOLUME

11.4 microL

Template-Primer kagimi 65°C derecede 10dk denature edilir. Denaturasyondan hemen sonra

buz Uzerine alinir.

Master-mix hazirlarsi:

Komponent Volume Son konsantr.
Transcription High Fidelity | 4 microL 1x

Reverse Transcriptase

Reaction Buffer, 5x

Protector RNase Inhibitor 0.5 microL 20U
Deoxynucleotide Mix, 2 microL 1mM her biri
10mM her biri

DTT 1 microL 5mM
Transcriptor High Fidelity 1.1microL 10U
Reverse Transcriptase

TOTAL VOLUME 20 microL

Denature edilen Template-Primer Mix Uzerine yukarida haamlanaster mix eklenir ve

pipetlenerek kastirilir. Thermalcycler’e yerlgirilir ve asagidaki program bglatilir.

55C incubasyon

10-30 dk

85C inaktivasyon

5 dk

Tapler buz Gzerine yer#lerek reaksiyon durdurulur. cDNA’lar

1-2 saat saklamak icin +2C - +8C, uzun sureli saklamak icin -20C’ye kaldirilir.
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Hucrelerden elde edilen cDNA lar 1/10 dilie edilerek real @R yapilir. Bunun igin
Roche light cycler 480 Il Realtime cihazi ve buna uygun PCR protokold uygulanir.

3.2.6. RT-PCR Analizi

Gen spesifik primerler kullanilaraRiwil2, Bcl-XL, Cyclin D1, Akt, Stat3 GAPDH, -
actin, Oct4, Nanog, SSEA-1, SSEA-3, Klf4, Myc genlerine yonelik spesifibldikasyon
islemi gerceklgtirildi. RT-PCR amplifikasyonlarinda kullanilan gene 6zel primeziléli
(forward ve reverse) Universal Probe Librart (UPL) probe numaraldablo 1. de

belirtiimektedirler.

Tablo 3.1. Caimada RT-PCR ile Analizi yapilan Genler ve Kullanilan Primer Dizileri

Gene Primer Seti UPL
(forward ve reverse) Probe Numarasi
Piwil2 5- GTTCTCAACACCGCAACT-3, 110
5- GTACATGTGGCACAGTTTGAAAG-3)
Nanog 5-CCAACATCCTGAACCTCAGC-3' 126
5-TTCTTCGGCCAGTTGTTTTT-3’
Klf4 5-CCATCTTTCTCCACGTTCG-3’ 7
5- AGTCGCTTCATGTGGGAGAG-3
Bcl-XL 5-ATCAATGGCAACCCATCCTG-3, 78
5-GTAAGTGGCCATCCAAGCTG-3
Fut4 5-AAGGCTAAATCTGCGCTTCTC-3 62
5- CCACTGCATTGACTGTGAGG-3
CyclinD1 |5-TGTCCTACTACCGCCTCACA-3’ 16
5'- CAGGGCTTCGATCTGCTC-3
Aktl 5'- GCAGCACGTGTACGAGAAGA-3 45
5'- GGTGTCAGTCTCCGACGTG-3
Stat3 5'- TCCTGAAGCTACCCAGGTA-3’ 43
5- GGTCGTTGGTGTCACACAGAT-3
Oct4 5'- GCAAAACCCGGAGGAGTC-3 128
5- TCCCAGGGTGATCCTCTTCT-3'
GAPDH 5- CTCTGCTCCTGTTCGAC-3’ 60
5- ACGACCAAATCCGTTGACTC-3’
p-actin 5- GGCCAGGTCATCACCATT-3, 11
5'- GGATGCCACAGGACTCCAT-3

Elde edilen cDNA 0Orneklerinden, Kantitatif gergcek zamanli PCRhtL.Cycler 480 I
cihazinda (Roche, Applied Sciences,Manheim,Germany) gestigkia stir. Hedef genlere

18



0zgu primer ve problar insan ‘Universal Probe Library (URflanilarak (Roche,Applied
Sciences,Manheim,Germany) tasarlagimi

Kantitatif PCR amplifikasyonlari final 20 pl icinde 5 uM primeg 0,5uM probe
kullanilarak light Cycler 480 probe master mix (Roche,Applied Scghtanheim,Germany)
ile yapiimstir. Ilgili gen ifade duzeylerini normalize etmek icin GAPDH vetdBaktin
MRNA duzeyleri referans olarak alindi. Lncap wild type hicre kienaden kaliteli
RNA’ya sahip cDNA kalibrator olarak secildi. Her bir érnek vdilkkator cDNA lari
protokol 3’e uygun olarak Light Cycler 480 cihazi icin tasarlgnpiate’e duplike olarak
yiklendi. Orneklere ait hedef gen konsantrasyonlari ile referanskgnsantrasyonlari
Relative Quantification yapilarak Efficiency=2 metodu ile Bdlit algritmasi ile gagidaki

formulle otomatik olarak hesaplandi:

concentration of target

- (sample)
. concentration of reference
Calibrator —

Normalized Ratio

concentration of target
(calibrator)

concentration of reference

Deneye bglamadan oOnce kitin Roche’dan tedarik edilen Probe-Master Kiti (REF
04707494001, Ver. 09) icgindeki solusyonlar ¢ozulur, kisa santrifilj yapilir. Pipetleyerek
karstirihr. Calisma siresince reaktifler buz ilo Gizerinde tutulur.

Probe-Master Mix Hazirlagit

Komponent Volume
Primer-Probe Mix 1l
Probe Master 1qQl
H20, PCR-grade gl
TOTAL VOLUME 15 pl

Pipetleyerek kagtirilir ve 96 well plate datilir. Uzerine 5microL cDNA (6rneklerden
onceden sentez edilen cDNA'lar) eklenir ve kisa santrifiij yapilir.
LightCycler 480 cihazinda 96 Well plate icin giskaki pr@gram balatilir.

Target (C) Acquisition Hold (hh.mm.ss) Ramp Rate (C/s) Acquisitions (per C
Mode

Pre incubasyon None 00.05.00-00.10.00 4.4 -

95C

Amplifikasyon None 00.00.10 4.4

95C

Primer dependent None 00.00.15-00.00.5( 2.2 (TamRL) | -

1.5(Target <50C)

72C Single 00.00.01 4.4

Cooling None 00.00.10 15

40C
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4. BULGULAR

4.1. Plazmid Konstrtksiyonlarinin Hazirlanmasi

Projede transfeksiyon icin kullan@eaniz insan Piwil2 cDNAsI CMV promotdri gigan
pcDNA vektorine klonlandi. Kontrol olarak Piwil2 icermeyen pcDNA vektdru akuld.
Insan Piwil2 geninin tim kodlayan bdélgesi PCR ilgagbldiktan sonra, pcDNA vektoriine
(BCCM/LMBP plasmid collection, Gent, Belgium) klonlandi. Piwil2 elegyonunun
hiicrelerde takibi icin, 2 kb uzurgdundaki insan Piwil2 geni icerisinde GFP geni ve SV40
poliadenilasyon sinyalleri §ayan bir plazmide klonlandi.

4.2. LNCaP Prostat Epitel Hucrelerinin Kultir Edilmesi ve Transfeksiyonlari

LNCaP epitelyal hiicreleri Gretici firma talimatlarigioltusunda kilttire edildi. LNCaP
hiicreler elektroporatér vasitasiyla transfekte edildi. Dabanra hicreler buyitme
mediumu olan RPMI'da 3 gun sureyle tekrar kiltire edildi ve 48 saahsoda hicre
fenotipleri floresan mikroskop kullanilarak incelendi. Stabil transfdiiereler, hiicrelerin

G418 iceren mediumda 2 hafta inktibe edilmesiyle ayrildi.

a- Piwil2-GFP' iiceren LNCaP hiicrelerinin kiiltire edilmesi
b- Piwil2-GFP' iigermeyen (kontrol) LNCaP hiicrelerinin kultiire edilmesi
Piwil 2 transfeksiyonunun lyarili olup olmadgini dgsrulamak igcin GFP+ ve GFP- hicreler

Istk mikroskobu (Resim 4.1) ve fluoresan mikroskobu (Resim 4.2) altinda incetenmi

Resim 4.1: Piwil 2 transfekte ediliiinCAP hucreleriningik mikroskobu altindaki gortntisi
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Resim4. 2 : Piwil 2 transfekte edikiiNCaP hicrelerinin fluoresan mikroskop altindaki

goruntusu

Resim 4.3: Resim 1 ve 2'nin bjtiemesi
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4.3. LNCaP Prostat Epitel Hicrelerininden elde edilen RNAG6rneklerinde RT-PCR

analizleri

Calismada yapilan RT-PCR deneylerine ait LNCaP wt ve transfekteslbtia light

cycler 480 de yapilan Piwil-2 ve Stat3 genlerine ait real-®®@& sonucu elde edilen Relative
Quantification dgerleri (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2) ile grafik gexleri Sekil 4.1 andSekil 4.2)

ornek olarak sunulngtur.

Chart Pairing| Sample Name Mean Cp Mean Cp TargetVRef Normg

True cal gapdh;cal piwil2 39.00794914 22.3092684 9.40E{06 1
Incap 5w gapdh;incap 5w

True A3/A1 | piwil2 36.97272218| 22.22845172 3.64E-05 3.876
Incap 6w gapdh;incap 6Ww

True C3/C1 | piwil2 35.83532353] 22.08315892 7.25E-0%  7.709
Incap gapdh;incap 7ir

True E3/E1 | piwil2 40 21.33259931 2.40E-06| 0.2555
Incap gapdh;incap 8fr

True G3/G1 | piwil2 36.88180083| 21.92199696 3.14E-05  3.338

lize

Tablo 4.1. Lncap wt ve transfekte hicrelerin light cycler 480 de yapilan pwill-2 geni real-time
PCR sonucu elde edilen Relative Quantificatiogedieri

1.00E1
1.00E:
1.00E-1
1.00E -24
1.00E -3
1.00E -4
1.00E-5;

Ratie

Relative Quantification Results

IRIET

Il
i
5

Result set

Larea

LEnE ey

Sekil 4.1. LNCaP wt ve transfekte hicrelerin light cycler 480 de yapilan Piwil-2 geni real
time PCR sonucu elde edilen Relative Quantification grafiederi
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Target/Re | Normalize

Pairing Sample Name Mean Cp | Mean Cp f d

cal gapdh;cal 22.8913
stat3 2 19.6602 0.1065 1

1w stat3;1wt 23.7595 | 20.3516

A1/A3 gapdh 7 9 9.42E-02 0.8847
5tr gapdh;5tr 23.3396 | 19.7221

A2/A4 stat3 9 3 8.15E-02 0.765
2w stat3;2wt 23.7983

Cc1/c3 gapdh 5 20.3122 | 8.92E-02 0.838
6tr gapdh;6tr 23.3295 | 19.7466

c2/ca stat3 7 2 8.34E-02 0.7836
3w stat3;3wt 23.3013 | 19.2134

E1/E3 gapdh 1 5 5.88E-02 0.5522
4tr gapdh;4tr 24.2148 | 20.4836

G1/G3 stat3 2 2 7.53E-02 0.7071

Tablo 4.2. LNCaP wt ve transfekte hticrelerin light cycler 480 de yapilan stat3 geni, real-
time PCR sonucu elde edilen Relative Quantificatigrederi

]

1.00E7
]

E R R i i

Ratio

il
ras
b

T
£33
LN

Result set

Sekil 4.2. LNCaP wt ve transfekte hicrelerin light cycler 480 de yapilan stat3 genimeal-ti
PCR sonucu elde edilen Relative Quantification grafgederi

Piwil2, NANOG, Stat3, Klif4, Oct4, Aktl, Bcl-XL, Cyclin D1, Fut4 ve GBEP
ekspresyon duzeyleri belirlendi. Bu amacla Real-Time PCR yamlthgarili amplifikasyon
egrileri mevcutdu Sekil 4.3). Daha sonra WT (wild type) ve transfekte hucreler ifade

diuzeylerine kanlastirldiginda istatiksel olarak anlaml bir sonu¢ bulunamadi (Tablo 4.3).
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Sekil 4.3: Real-Time PCR amplifikasyogrigeri

Gen wt-LNCaP Hucreleri Piwil2-Transfekte Edilmis
LNCaP Hucreleri
Piwil 2 3,876 3,338
Nanog 1,055 1,550
Oct 4 0,9671 0,8405
Stat 3 0,9890 0,7023
Bcl-XL 0,9916 0,72
Cyclin d1 1,086 1,192
Akt 1 0,8942 0,8442
Fut 4 0,9621 0,8343
KIf 4 0,9410 2,047

Tablo 4.3: Real-Time PCR geleri

4.4, Immunositokimya Bulgulari: Hiicrelerin morfolojilerini  dgerlendirmek icin
immunositokimyasal boyamaleémi gerceklstirildi. Resim 4.4’de Piwil 2 transfekte edilgi
LNnCAP hucrelerinin immunosito kimyasal boyarsanucu elde edilen floresan mikroskop
goruntileri sergilenmektedir (A: DAPI cekirdek boyama, B: GFaéndfekte hicrelerin
goruntusi, C: CD133 boyama, D: Merge, buitiin boyamalarigtgdknasi).

Piwil 2 transfekte edilngi LnCAP hucrelerinden 200 hiicre sayilarak GFP+ ve GFP-
hiicrelerin yizdeleri belirlendi. Buna goére Piwil 2 ile transfeddémis LNnCAP hucreleri %
11-15 arasi GFP+ hiicre icermektedir (Resim 4. 5).
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Resim 4.4: Piwil 2 transfekte edilyriiNCaP hticrelerinin immunohistokimyasal boyama
sonucu elde edilen floresan mikroskop gorunttkriDAPI ¢cekirdek boyama, B: GFP
transfekte hicrelerin gortntisi, C: CD133 boyama, D: Merge, buitin boyamalarin
cakstiriimasi.

Resim 4.5: GFP icermeyen (GFP-, a) ve GFP iceren (GFP+, b) hiicrelere ait gtiintt
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5. TARTISMA ve SONUC

Mevcut prostat kanser literatliriine gore, prostat kanser kdk hicre grdpiagik
evrelerdeki diferansiyasyon gostegnmrostat epitel hiicrelerden koken almaktadir ve bu da
insan prostat kanserinin biyolojik ve morfolojik heterojenitesini acikidankullanilabilecek
alternatif bir veridir. Yapilacak kok hiicre gahalari prostat kanser kok hiicre gruplarinin
tanimlanmasinda kullanilacak markerlerin belirlenmesinde ve dah&isagamada bu kok
hiicre gruplarini hedef alacak tedavilerin gelimesinde oldukca dnemlidir.

Kanser kok htcrelerinin kdkeninigey hicreler oldgunu destekleyen bir ger kanit ise
edilmesidir. Kanser/testis gkili proteinlerin eksprese edilmesi normal dokularda ve farkl
tipteki malignitelerde gy hicrelerle sinirhdir. Son zamanlarda kanser/testis antijgnle
kok hicre farklilama yollarinda da rol oynagliileri surtilmektedir Cronwright ve ark. 2005).
Bu antijenlerin timor spesifik ekspresyonlari kok hicre proliferasyonuweya/
diferansiyasyonu ile #kili olabilecezini dusindurmektedir. Chen ve ark.’larn Piwil2’nin
cevresel faktorlere [gh olarak prekanser6z kanser kok hucrelerini regule gietti
gostermglerdir (Chen ve ark. 2007). Bu hipoteze gore prostat  kanseri kok drimdel
CTA gibi Piwil2 ekspresyonu, uygun olmayan ortamda bulunarak, thidgielerinin
sekillenmesi ve anormal proliferasyonu ile sonuglanmasina yol acanitnelerin gey
hiicrelerden orijin almasi olabilir. Hipotez, prostat kanseri hiénelen Piwil2 ekspresyonu
ile esey hicreler igin spesifik genlerin gkisi ile desteklenebilir. Son dénemlerde, hicre
fenotipinde epitelyal-mezenkimal (EMT) ve mezenkimal-epitelddET) desisim olarak
tanimlanan epitelyal ve mezenkimal yapilar arasindakisitielerin, embriyonik gelimde ve
kanser patogenezinde anahtar role sahipgoidydsterilmgtir (Chen ve ark. 2007Hugo ve
ark. 2007; Baum ve ark. 2008). Yapilan bir gal ile CD44/CD24°"" hiicrelerde @rlikli
olarak Piwil2'nin eksprese edilgli saptanmytir. Sglanan bu veri ile EMT ikkili genlerin
CD44'/ CD24°" kok hiicre benzeri hiicrelerde, diferansiye ainepitelyal CD44CD24"
hiicrelere gére ¢ok daha yuksek dizeyde eksprese edildiklergig&tigel sonrasi Piwil2'nin
yeniden aktive oldgunu gdstermektedir (Mani ve ark. 2008). Bu durum da embriyonik
gelisim sirasinda epiblast hticrelerin, mezenkimal kék hicrelerin ve daheafadkirlasmanin
bir sonucu olarak inaktif hale gecen aktif CTA programi (Piwil2idkeil) ile primordial gey
hiicre neslininsekillenmesi icin epitelyal-mezenkimal d&iime (EMT) @ramalari bulgusu

ile desteklenmektedirCfonwrightve ark. 2005). Ayrica, CTA ekspresyonu fenotipik olarak
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farklilasmamgs ve hatta farklileama yeteneklerini kaybeden kok hicreler ve kanser
hicrelerinin varigina baldir.

Burada 6nemli olan Piwil2’'nin proliferasyon ve apoptozis ilgili genleri nasil reguile
ettigidir. Olasi mekanizmalardan biri Piwil2 gkili gen regilasyonunun kicik RNA ve
metilasyon vasitasiyla olabilegdir. Bu olasilik dg@rultusunda piwi-etkilgmli
RNA'lar (piRNAs) olarak adlandirilan kucik RNA tdrlerinin  birlt agrubu, memeli
testislerinde tanimlandiriigtir. Bu kicuk RNA’lar ey hucrelerin  genomundaki
transpozon fonksiyonunu  baskilamak icin PIWI proteinleri ilewi(Pi ve Piwil2)
etkilesime girmektedirler. Bu da piRNA’larin, kanser hicrelerinde genilesyonunun
anahtar bilgeni olarak bilinen DNA metilasyonunun spesifik belirleyicileri didou
gostermektedir Robson ve ark. 2006; Zhou ve ark. 2007; Brennecke ve ark. 2007,
Gunawardane ve ark. 2007; Horoszewicz ve ark. 1983).

Calsmamizda insan prostat epitel hiicre hatti olan, immortalize dilNICAP
modeli kullanilarak kdk hicre proteini Piwil2 ekspresyonunun etkisi, stabilehitiattinin
olusturulmasi ve kok hiicre ile kanser hicre 6zelliklerinin tanimlanmadak& olmak Uzere,
¢ssitli kok hicre teknolojileri ve molekuler teknikler kullanilarak incelenmesi aamagktir.

Projemizin ilk gamasinda Piwil2 iceren ve icermeyen plasmid konstruktlar hazirlandi
LNCaP hucreleri, prostat kanser hicre hatti, Piwigyém vektor kullanilarak transfekte
edildi. Piwil2 taimayan vektor ise kontrol grubunu transfeksiyon icin kullanildi. Hicrelerin
morfolojilerini degerlendirmek i¢cin immunositokimyasal boyangeemi gerceklgtirildi. Piwil
2 transfekte edilngi LnCAP hicrelerinden 200 hiicre sayilarak GFP+ ve GFP- hicrelerin
yuzdeleri belirlendi. Buna goére Piwil 2 ile transfekte ediltodnCAP hicreleri % 11-15 arasi
GFP+ hicre icermektedir.

RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve miteakiben yapilan RT-PCR i (gpesifik
primerler kullanilarakPiwil2, Bcl-XL, Cyclin D1, Akt, Stat3 GAPDH g-actin, Oct4, Nanog,
SSEA-1, SSEA-3, Klf4, Myc genlerine yonelik) spesifik amplifikasydemi gerceklstirildi.
Kontrol ve Piwil2 iceren hiicreler arasinda anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05).

Projemiz, Erciyes Universitesi biinyesinde kurulan, eski adi ilei@RBK, yeni adi
ile GENKOK (genome ve kok hiicre merkezi) bunyesinde hayata gecigekirdek
projelerden biridir. Her ne kadar gahamizin son kismi FACS imkanlarimizin yetemesi
nedeniyle tamamlanamagsa da, bir cekirdek proje olan bu gala sayesinde GENKOK
binyesinde belli molekiler tekniklerin (6r. Hucre kulturd, transfeksiyon,tima PZR vs)

protokollerin yerlgtiriimesi ve genc¢ agdirmacilarin gitilmeleri bagari ile tamamlanngtir.
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Projeden elde edilen veriler, 6-9 Ekim 2011 tarihlerinde Kayseri'de niitrzen
Uluslar arasi katilmli Konferansta (1st International Confex®&iorkshop on Stem Cell
Research and Applications) tebblarak sunulmgtur.

Calsmanin 6nemli bir kismi, FACS analizi ve dolayisiyla FACS anaonrasi
gerceklgtiriimesi gereken mitotik ve apopitotik assay yapilamgmiinsan prostat epitel
hicrelerinin kanser kok hucrelerine d§athtinde Piwil 2' nin rolunt gerlendirmek igin

daha ileri cakmalara ihtiya¢c duyulmaktadir.
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6. EKLER

Proje kapsaminda elde edilen sonuclar, 6-9 Ekim 2011 tarihlerinde tniversitemizde
dizenlenen Uluslar arasi katilimh konferansta (1st International Confahéréshop on

Stem Cell Research and Applications) tglliarak sunulmgtur.

Canatan H, Yilmaz S, Bitgen N, Akalin H, Ozcan S, Cetin M, Ozkul Y, nayernia K.
Investigation of the role of Piwil2 in transition of human prostate epithelial toetiancer
stem cells in a LNCaP cell line. 1st International Conference/Workshop on Siem Ce
Research and Applications, 6-9 October 2011, Kayseri, Congress Book, Sayfa 58.

Ek-A: Konferans afii

Ek-B: Konferansta sunulan teplkitabinin kapgi ve teblgin 6zetinin yayinlangy 58

nolu sayfa.
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INVESTIGATION OF THE ROLE OF FIWIL2 TN TRANSITION OF HUMAN
PROSTATE EFITHELIAL CELLS TO CANCER STEM CELLS IN A LNCaF
CELL LINE

Halit Constan’, Secll Yilmaz', Marmiye Bigen', Hilal Akshr?, Serves Ouean’, Misiafa
Cetin, Visuf Ozkul, Karim Nayernin®

VExciyes University, Faculty of Medicing, Deparment of Medical Bickogy. Kayseri, Turkcy. i
Ercives Univorsity, Fagulty of Medicine, Deparimest of Genetic. Kajser ' Frciyes
University Facully of  Science, Dupartment of Bickgy, Kapserl, Tarkey. * Erciyes
Uniiversity, Facully of Medicing, Deparment of Hemaivlogy. Keyseri,  Tukey, 5
GEMEOCELL, Advarced Maleculer & Celluar Teghnodogies, Canada,

Prosizée cancer is ane among the commus iypes of cancer that can be Fatal in men (excludimg
akin cancer). Stem colls arc found i #l . that @an anid
inter dlTeresd specinlioed cell bypes and can selforencw 1o produse mone siem
wells, Cancer stem cells are 2 sall populmtion of wmaor cells that hes e stom-col progeeny of
self-renewal. Cancer stem cell smdies may provide a betler undostnding of mor
patheqphysialogy smd idemtify more effichent weatments far cancer. Siem cell protein Piwill is
n mubifunctions] profein thet performs cssential roles in the stem oell gelf-rencwal,
pametogenosis, RMA silencing, and transkational control, The Piwi genes represesd the first
class of gemes known o be required for stem-cell self-resesal in different argamisnd ranging
from Arzhidopsis to lismen, Basis of our hypothesie reliss an the fact thit ke piwi genes play
estaitial roles in memecell division and overssprassian af lvess genes lepds in ddarbance of
cell division and finally pesult indevelapment of caneer, Human Pradll fmili in mouse ar hili
in hzmmms} pemes, members of the piwi gene family, sre specifically expressed in Leslis,
Reeocst studies showed that Plwil2 is overexpressed in iestieular germ cell lumoes. Expression
of b Piwill gene was alwo foumd i different tamars examined, including prosate, brest,
gaetrointestinal, cvaran and endometdal cancer of beman end i bregsl omors,
rhabdomnyesma and medulloblastama of mouse.In the proseat sody, we used LN Cal* call
fine (ATCT, Rodkville MDD 1o investigate mle of Piwil2 in transition of humas prosiate
epihelial celts imto cancer stem cells. The hursan prostate cancer cell line LiCaF was caltured
pecorditig to the the mansfwturer's issinctions, The colbs were transfecied with dug wector
(peDMA-piwilZ) by clectroporsor. The stably transfected cells were then selecied by
imcubation of ceils in medium contrinicg selective agent, G418, al leet tovn weeks. In ander
to extiact toral KA from Bumman prostate cancer ocll liees, BMeasy Mini kit ((AGEN,
Hilden, Germsamy} were wsed upon protocols recommended by the nmnslicurer. We then
performed real time {IT) POR on beman prostate RNA with reverse transcription kit by wsing
the: Piwil2 specific pramens and the ather stem cell mearkers, Aim of the present sty was Bn
investigete e toles of Piwil2 in prosate cancer siem cells. W evaluted the exprossion
lovels of Fiwild, NANOG, Sid KL Do, Ak, Bo-XL, Cpelin D1, Fut and GAPDH We
than compared e WT (Wild Typed and tramsfocted cells accanding 1o cxpression levels, and
wee did niot Found stulistically significant resalts. Hovwever, this study includes ancther ovo
ssepa, FACS sorfing and Tmunoestochemisiry, that v ded i perfomeed yet. [1 ehould &lso
ke merid that (his b9 5m ongoing sty and we secd to further iovestigathon to evaluaie the ol
of Piwil? in trensition of haman Prostaic Epithelial cells to caiteet stem cells.
Key words: Cancer stesn call, LNCaP cell line, Frwill
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