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OZET

Amag: DNA- gen transferi, kanserde yapilan gen ekspresyon arastirmalarinda
anahtar rol oynamaktadir. Prostat kanserinin erken doneminde eksprese olan prostat
spesifik genleri aradigimiz bir projede alti transmembran domaini bulunan bir gen
ailesini (six transmembrane protein of prostate- STAMP1 ve 2'yi) tanimladik.

Gereg ve yontem: PC3 hicre kiiltiriinde (prostat kanseri kemik metastazi- STAMP
gen ekspresyonlari negatif), ektopik ekspresyon vektorleri kullanilarak STAMP Uyele-
rinin ekspresyonu yerine konulmus ve hicrelerdeki lokalizasyonlari imminofloresan
teknigdi ile takip edilmis ve dogrulanmistir.

Bulgular: HisMax-STAMP2'nin stabil hicre hatlari olusturulmus ve stabilitesi dog-
rulanmistir.

Sonug: Projenin belirtilen dizayni ile ilgilenilen olasi yolaklari, ¢esitli indiksiyonlar ve
takip eden RT-PCR deneyleri ile incelemek mimkin olabilecektir.

Anahtar sozciikler: Transfeksiyon, immiinofloresan, stabil hiicre hatti, antibiyotik
seleksiyonu, prostat kanseri

SUMMARY

Objective: DNA- gene transfer plays key role at gene expression studies of cancer.
In a project that prostate-specific genes expressed in early term of prostate carcinoma
is searched, a gene family with six transmembrane domain protein (six transmembrane
protein of prostate- STAMP1 and 2) is identified.

Material and method: In PC3 cell line (prostate cancer bone metastasis- STAMP
gene expressions negative) ectopic expression vectors of STAMP members are placed
in and localization is followed by immunofluoresence and confirmed.

Results: Stable cell line of HisMax-STAMP?2 is established and stability is confirmed.
Conclusion: With the given design of the project, it will be available to search the
interested pathways by the various inductions and following RT-PCR assays.

Key words: Transfection, immunofloresence, stable cell line, antibiotic selection,
prostate cancer

Genler (DNA) ve biyolojik hiicre yuzeyleri ayni negatif
sarja sahiptirler. Bu nedenle genlerin viicut hicrelerine
girisi kendiliginden ve etkili olmaz. Gen tedavisinin Klinik
basarisi guvenli, etkili ve serum ile uyumlu gen transfer re-
ajanlarinin varligina kritik olarak bagimlidir. Kullanimda
olan gen transfer re-ajanlari genis anlamda non-viral ve
viral olarak iki ana grupta toplanir. Transfeksiyon teknigi-
nin oturtulmasinda ilk basamakta yer alan non-viral sistem
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olarak basariyla kullanilan presipitasyon olusturan tuzlar
halen calismalarda kullaniimaktadir. Non-viral gen -tasiyici
sistemlerin diger iki ana grubu: Katyonik polimerler ve
katyonik lipitlerdir. Calismalarda kullanilan viral sistemler:
Adenoviral, retroviral ve lentiviral sistemler olarak su an
icin ¢ model olarak siralanabilir (1-3).
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Transfeksiyonun deneysel kullanim alanlari, ilgilenilen
s6z konusu genin bu geni eksprese etmeyen hicre hatla-
rina transferi sonrasinda aktivite, lokasyon takibinin
imminofloresan, western ve rop6rtér gen deneyleri ile
yapilmasi olarak 6zetlenebilir (4). Ropdrtér gen deneyle-
rinin basarili 6rnekleri olarak Lusiferaz (6rnegin: PB-LUC,
2XARE-LUC), CAT (kloramfenikol asetiltransferaz), SEAP
(secreted alkalin fosfataz), hGH (secreted human growth
factor) sayilabilir ve B-Gal (B-Galaktosidaz)-transfeksi-
yonu, transfeksiyon verimliliginin takibini saglayan ve
transfekte hicrelerde renk degisimi olusturma dzelligi ile

tercih edilen bir yontemdir.

Transfeksiyon sonrasinda uygulanan antibiyotik selek-
siyonu ile kazandiriimis kararli ekspresyon (stabil) hicre
hatlar ile yapilan caligmalar ile 6rnegin koloni formasyon
deneyleri ile incelenmekte olan genlerin neoplastik karak-
teri 6n gorulebilir.

Son on yilda yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler
ile gen terapisi kavrami yerlesmistir ve klinik uygulamada
yer almaya baslamistir. Ocak 2005 itibariyle onaylanmis
1020 adet klinik gen terapisi uygulamasi rapor edilmigstir.
Bu terapilerin %66°si kanser tedavisini amaclamiglardir.
Bu kanser tedavisi icin yapilan uygulamalarin 58’inde tu-
mor baskilayici bir gen olan p53°u kodlayan rekombinant
adenoviral vektorler (rAd-p53) kullaniimigtir. Bas ve boyun
tumodrleri, akciger, meme ve karaciger kanserininde dabhil
oldugu 20 tip kanser indikasyonunda uygulama yeri bul-
mustur. Bu calismalar tek basina rAd-p53 ya da sisplatin
ve vinorelbin kombine tedavisi seklinde Faz I, Faz Il asa-
malarindaki uygulamalardir. Cin’de 1998 yilinda baglayan
sonunda 2004 yilinda rAd-p53 preparati
Gendicine bas ve boyun timérlerinde kullaniimak tzere

calismalar

Cin Devleti-FDA den onay almis ve bu anlamda bir ilki
teskil etmigtir (5).

Prostat kanserinin anlasiimasi ve sagaltiminda prostat
kanseri gen terapisini amaclayan calismalar bildiriimekte-
dir (6,7).

Hastaligin baslangic déneminde timor buyimesi and-
rojene bagimh olarak ortaya c¢ikar ve halen kullaniimakta
olan androjen ablasyon terapisinin temelini olusturur (8).
Bununla birlikte, bircok vakada prostat kanseri androjene
bagimsiz bir fenotiple geri déner ve su an itibariyle basarili

olan bir tedavisi yoktur ve mortalite ile sonuclanir (9). Bu
nedenle yapilan gen terapisi klinik denemeleri hormon-
refrakter metastatik hastaligi da 6énleme ydninde gelisim
gostermektedir (10).

Metastatik prostat kanser drneklerinde yiksek oranda
eksprese olan STEAP (six transmembrane epithelial anti-
gen of prostate) bu C-terminalinde alti transmembran do-
main iceren ailenin ilk érnegi olarak literatiire girdi ve daha
sonra tanimlanan genler de NCBI tarafindan STEAP ola-
rak adlandirildilar (11). Bu nedenle STAMP1 ve STAMP2
siraslyla NCBI tarafindan STEAP2 ve STEAP4 olarak nu-
maralandinimiglardir (12,13). Bu ailenin diger tyeleri ola-
rak adiposit farklilasmasinda rol alan bir fare proteini olan
TIARP (tumor necrosis factor a-induced adipose-related
protein); ekspresyonunun artigiyla prostat kanser hiicrele-
rinde apoptoza yol agan bir sican proteini olan pHyde ve
onun insan homolodu olan TSAP6/STEAP3 siralanabilir
(14-186).
STAMP2'nin hedef olarak secilmesi (zerine stabil eks-
presyonunu gosteren hicreler ile ¢alisiimasi amaclanmistir.

Gosterdigi  androjen regulasyonu nedeniyle

GEREC VE YONTEM
Hiicre Kiiltiiri

Calismamizda kullanilan PC-3 hiicre hatti %5 FBS, %1
L-glutamin ve %1 penicillin/streptomycin iceren DMEM
Ham’'s F12 (PAA) ortamda buyutilmektedir.

Transfeksiyon

PC3 hicreleri, HisMax-STAMP1 ve de ayrica HisMax-
STAMP2 plazmid vektori ile transfekte edildi.

%50-80 yogunlukta 60x15 mm hiicre kultir kaplarina
pasajlanan PC-3 hiicreleri transfeksiyondan 2 saat 6nce
serum icermeyen besi ortamina (1,5 ml) alindi. 3 ul
FUGENE HD transfeksiyon reaktifi (Roche) (FUGENE:
DNA=3:1) serum icermeyen ortam icerisine eklendi ve
hafifce karistirildiktan sonra 5 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi. FUGENE-ortam sollisyonunun igerisine 1,5 yg mik-
tarda plazmid DNA eklendi ve hafifce karistirilarak 15 dk
oda sicakhdinda inkiube edildi. Toplam 300 pl hacimde
hazirlanan transfeksiyon sollisyonu hicreler Uzerine uy-
gulandi. Transfeksiyondan 4-5 saat sonra hiicreler tGizerine
%5 FBS iceren ortam (1,5 ml) ilave edildi. Ektopik eks-



presyonunun gerceklesmesi icin hicreler 37°C'de %5
COy'li inklibatérde 24saat inkiibasyona birakildi.

immiinofloresan

imminofloresan ybnteminde arastirilan proteinler
HisMax-STAMP1 ve HisMax-STAMP2, HisMax'e karsi ge-
listirilmis 6zgul antikor- Anti-XPress antikoru (Invitrogen
P/N 46-0528) ile isaretlenerek floresan mikroskobu ile in-
celenmektedir (17).

RNA izolasyonu

PC-3 hiicrelerinden RNA izolasyonu Qiagen RNeasy
Mini Kit'inin protokoliine uygun sekilde gerceklestirildi.

cDNA Sentezi

PC-3 hucrelerinden izole edilen RNA'lar First Strand
cDNA Synthesis Kit'inin (Roche) protokoliine uygun sekil-
de cDNA'ya ceuvrildi.

Konvansiyonel PCR

Transfeksiyonun kontroli icin HisMax-STAMP1 ve
HisMax-STAMP2 plazmid vektori ile transfekte edilen PC-
3 hiicrelerinden elde edilen cDNA'lar PCR ile amplifiye
edilerek (Qiagen 2XMaster Mix) STAMP1 ve STAMP2
ekspresyonu arastirildi.

Stabil Hiicre Hatlarinin Olusturulmasi

Stabil hiicre hatlarinin  olusturulmasinda HisMax-
STAMP1 ve HisMax-STAMP2 konstraktlarinin transfek-
siyonlarini takip eden 24 saat sonunda HisMax vektoriinde
bulunan Zeosin antibiyotik direncliligi gen parcacigi araci-
lig! ile antibiyotik seleksiyonu baslatiimistir. Bu amagla;
transfeksiyon esnasinda hucreler izerinde bulu-nan bes-
leme ortami uzaklastirilip, PBS yikamasi ve yeni besleme
ortam ilavesini takiben Zeosin ilave edildi. Kulla-nilan anti-
biyotik konsantrasyonlari hiicre tipine bagll olarak degis-
mektedir. Yapilmis olan deneylerde hiicrelerin stabil hale
geldigi transfekte edilmeyen hicrelerin timindn 6lumuyle
ve bir ileri pasaja gecildiginde yapilan protein ve RNA izo-
lasyonunu takip eden cDNA sentezi ve konvansiyonel
PCR ile dogrulanmaktadir.

BULGULAR

Stamp Gen Dizilerinin Transferleri-
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Transfeksiyonlan

Transfeksiyon verimliligi gbz 6niine alinarak ayni trans-
feksiyon re-ajani biitin ¢calisma boyunca kullanildi. Trans-
feksiyonlarda HisMax vektoriine yerlestiriimis STAMP gen
dizileri, FUGENE HD reajani ile 24 saat sire ile transfek-
siyona alindi.

immiinofloresan

STAMP ekspresyonlari HisMax antijenine karsi gelisti-
rilmis antikorlarin kullanimi ile imminofloresan ydntemi ile
gosterildi. PC3 hucre hatlarinda yapilan immunofloresan
calismalarinda tanimlanmis yerlesimler floresan mikros-
kobisi ile alindi (Sekil 1,2).

Stabil Hiicre Hatlarinin Olusturulmasi

Stabil hiicre hatlarinin olusturulmasinda HisMax-
STAMP1 ve HisMax-STAMP2 konstraktlarinin transfek-
siyonlarini takip eden 24 saat sonunda HisMax vektoriinde
bulunan Zeosin antibiyotik direncliligi gen parcacigi ara-
cihigi ile antibiyotik seleksiyonu baglatiimistir.

Bu amacla; transfeksiyon esnasinda hicreler tzerinde
bulunan besleme ortami uzaklastirilip, PBS yikamasi ve
yeni besleme ortam ilavesini takiben Zeosin ilave edildi.
Kullanilan antibiyotik konsantrasyonlari hiicre tipine bagh
olarak farkli uygulanmigtir. DU145 hucreleri icin kullanilan
miktar 100 mikrogram/ml iken PC3 hiicreleri i¢in seleksi-
yon 50 mikrogram/ml ile baslatiimis ve hiicre élimi olma-
digindan bir hafta sonra 100 mikrogram/ml’a ¢ikartiimigtir.
Yapilmisg olan deneylerde hicrelerin stabil hale geldigi
transfekte edilmeyen hiicrelerin timdnin élimuyle ve bir
ileri pasaja gecildiginde yapilan protein ve RNA izolasyo-
nunu takip eden cDNA sentezi ve konvansiyonel PCR ile
dogrulanmaktadir.

PC3 hicrelerinin stabil hale getirilme calismasinda
konvansiyonel PCR’da kullanilan eglesme isisi 68°C dir.
PC3 hucrelerinde baslatilan ¢alismada daha dusuk antibi-
yotik duzeyi kullanildigi i¢in transfekte olmayan hiicre gru-
bunun 6limi yavas olmaktadir ve yukarida belirtildigi gibi
antibiyotik dozu arttinlmistir ve HisMax-STAMP2'nin PC3
hicrelerinde stabil hicre hattt  olusturulabilmigtir.
STAMP1'e gére STAMP2 transfekte hiicrelerin daha ca-
buk stabil hale gelmesinde STAMP2 varlidinin hiicre ¢o-
galmasi Uzerinde pozitif etki olusturmasi rol oynuyor olabi-
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lir. HisMax-STAMP1 ve HisMax-STAMP3 seleksiyonlari  mektedir (Sekil 3).
PC3 ve diger prostat kanser hiicre hatlarinda devam et-

Sekil 1. HisMax-STAMP1-transfekte PC3 hicreleri

Sekil 2. HisMax-STAMP2-transfekte PC3 hicreleri

PC3



TARTISMA

Transfeksiyon i¢in secilen yontemin non-viral ya da
viral olmasi da dikkat edilmesi gereken noktalari degistir-
mektedir. Viral vektorler ile elde edilen yiiksek transfer
verimliligine ragmen klinik kullaniminda ciddi biyogtvenlik
sorunlari yaratma potansiyeli endise yaratmaktadir. Viral
yapisal komponentlere karsi iltahabi immdinite gelisebilir
ve host genom ile olusabilecek rekombinasyon olaylari
istenmez. Ornek olarak sunulan Gendicine de kullanilan
adenoviral vektor, E1 bolgesinde delesyon bulunan repli-
kasyon-incompetent serotip5 (Ad5)’tir ve olusturdugu
infeksiyon bir defaya mahsustur ve adenoviral genom,
host genom DNA'sIna integre olmaz. Viral vektorler, tera-
potik genlerin taginmasi sirasinda ancak kig¢ik molekdil-
lerin tasinmasina olanak verir.

Non-viral sistemlerde ise gen transferinde kullanilan
¢Ozelti, serum varhgi ya da yoklugu, lipit -DNA oranlari
gibi etkenler transfeksiyon verimliligini degistirmekte ve
kullanilan in vitro sistem yani hiicre tipine gbre optimizas-
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Sekil 3. HisMax-STAMP1 ve HisMax-STAMP2 stabil hiicre
kontrolll i¢in yapilan konvansiyonel PCR ile STAMP gen ampli-
fikasyonlarini gésteren agaroz jel

yonlarini zorunlu kilmaktadir.

Non-viral katyonik polimerler: polilizinler ve polietileni-
minler, yogunlasma yetenekleri ve dolayisiyla DNA'yi
DNaz yikimina karsi koruduklari igin hucrelerde trans-
feksiyonda basariyla kullaniimaktadirlar. Daha az immu-
nojenik dogalari ve buyik DNA parcalar tasiyabilmeleri,
hazirlanmalarinin  kolayligi nedeniyle viicut hicrelerine
yapilacak gen transferinde non-viral transfeksiyon sece-
negi olarak tercih edilirler. Olumsuz yonleri olarak ise be-
lirgin dizeyde sitotoksisite gostermeleri ve tam olarak
biyoyikihma ugramamalar verilebilir.

Non-viral katyonik lipitler aracilikli gen transferinde yer
aldigi distintlen evreler:

1. lipit-DNA kompleksinin hiicresel endositotik yolakla
alimi, 2. DNA'nin endozomlardan hicre sitoplazmasina
salinimi ve 3. DNA'nin hiicre cekirdegine transportunu
takiben transkripsiyon ve gen ekspresyonu olarak verile-
bilir.
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ilk non-viral ydntem olarak verilen presipitasyon
olusturan tuzlar- Kalsiyum fosfat metodu, Gliserol soku
ilavesi ile ya da sok uygulanmadan hiicreler izerinde DNA
dizilerinin ¢okturilmesi ile yapilan son derece etkili ve
ekonomik bir transfeksiyon metodudur. Gliserol soku,
hiicre membraninda delikler olusturarak DNA girisini ko-

laylastirir.

Normal fonksiyon gésteren gen kopyalari ile yapilan
gen tedavileri ile kahtsal hastaliklar, viral enfeksiyonlar ve
kanser gibi hastaliklarla mucadelede ilerlemeler gercek-
lesmektedir. Kanser tedavisi disinda transfeksiyonun yer
aldigi arastirmalar da mevcuttur. Hemofili A ve B tipine
karsi yapilan adenoviral gen terapisi uygulamalari heniiz
sadece hayvan deneyleri Duchenne
Muskuler Distrofi (DMD) tedavisinde yapilmasi onaylanan
Distrofin adenoviral gen terapisi, Amerika Birlesik Devlet-

leri’'nde onay almis ilk 6rnek Klinik incelemedir (17). Bu

asamasindadir.

calismalarin 6nderliginde yapilan adenoviral gen transfer
calismalar ile kardiyovaskdler sistem ve bunun gibi sinyal
transdiksiyonun incelendigi arastirmalarda ko-transfek-
siyon uygulamasi ile dominant- pozitif ve dominant-negatif
konstraktlarin etkileri, gen susturma- siRNA tekniklerinin
karsilastiriimali uygulanmasi miimkin olmaktadir (18).

Laboratuarimizda c¢alisilmakta olan prostat kanseri ve
prostata spesifik genler arasinda androjen regulasyonu
gosteren STAMP2, trans-golgi aginda gosterdigimiz yerle-
simi ile transfeksiyon ve immunofloresan icin ¢ok ideal bir
ornektir. STAMP gen ailesi olarak tanimladigimiz prostata
0zgll genlerin prostat kanserinin ileri fazindaki bazi 6r-
neklerde ekspresyonununda artis ve STAMP2'nin ektopik
ekspresyonu ile hiicre buyumesi ve koloni formasyonunda
artis gosterilmistir fakat prostat kanser hicrelerindeki
apoptoz aracilikli yolaklar, molekler dinamiklerin calisil-
mamis olmasi grubumuzu bu konuda calisma yapmaya
yoneltmistir (13).

TESEKKUR: Bu calisma Ceren Gonen Korkmaz'in
TUB/TAK SBAG 3504 no’lu projesi tarafindan desteklen-
mistir.
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