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Amac: Calismamizda six transmembrane protein of prostate 2 (STAMP2)
geninin RNA ve protein ekspresyon profilinin androjenlerle iliskisinin ve
STAMP2'nin hiicre ici lokalizasyonunun belirlenmesini amacladik.

Gere¢ ve Yontem: RNA ve proteinler androjen uygulanmis ve
uygulanmamis prostat kanserinin lenf nodu (LNCaP) hiicrelerinden,
androjen reseptorii icermeyen DUT145 hiicrelerinden ve STAMP2
transfekte edilmis COS-7 hiicrelerinden elde edildi. STAMP2 geninin
ekspresyon profili ve androjen uygulamasinin STAMP2 RNA ve protein
diizeylerine etkisi northern blot ve western blot yontemleri ile gosterildi.
Ek olarak hem LNCaP hiicrelerinde androjen uygulamasi sonrasi dogal
olarak sentezlenen STAMP2 proteininin hem de COS-7 hiicrelerindeki
transfekte STAMP2 proteininin hiicre ici lokalizasyonu immuiinfloresan
mikroskopi ile belirlendi.

Bulgular: LNCaP hiicrelerinde STAMP2 geninin RNA ve protein
ekspresyonunun androjenlerle diizenlendigi ve androjen uygulama siresi
arttikca ekspresyon diizeyinin arttigi, androjen reseptorii icermeyen
DU145 hiicrelerinde STAMP2 ekspresyonunun olmadigi saptandi.
immiinfloresan mikroskopi incelemesi sonucunda STAMPZ2 proteininin
hiicre icinde golgi cisimciginde ve hilicre membraninda lokalize oldugu
gozlendi.

Sonug: STAMP2 geni, prostat kanseri patogenezinde ve prostat
kanserinin androjen bagimli evreden androjen bagimsiz evreye gecisinde
onemli bir role sahip olabilir. Ayrica hiicre icinde golgi kompleksi ve
hiicre membraninda lokalize olan STAMP2 proteini prostat kanseri tani ve
tedavisi icin aday olabilecek yeni bir hedef molekdl olabilir.

Anahtar Kelimeler: Prostat, prostat kanseri, six transmembrane protein
of prostate 2

Abstract

Objective: In this study, we aimed to determine the relationship
between the RNA and protein expression profile of six transmembrane
protein of prostate 2 (STAMP2) gene and androgen and the intracellular
localization of STAMP2.

Materials and Methods: RNA and protein were obtained from
androgen treated lymph node carcinoma of the prostate (LNCaP)
cells, untreated LNCaP cells, DU145 cells with no androgen receptor,
and STAMP2 transfected COS-7 cells. The expression profile of STAMP2
gene and the effect of androgenes on the expression was shown in RNA
and protein levels by using Northern and Western blotting methods.
In addition, intracellular localization of the naturally synthesized
STAMP2 protein and the transfected STAMPZ2 protein in COS-7 cells
after androgen administration in both LNCaP cells was determined by
immunofluorescence microscopy.

Results: We found that the RNA and protein expression of STAMP2 gene
in LNCaP cells are regulated by androgenes, the power of expression
is increased with the duration of androgen treatment and there is no
STAMP2 expression in DU145 cells which has no androgen receptor. As
a result of the immunofluorescence microscopy study we observed that
STAMP2 protein was localized at golgi complex and cell membrane.
Conclusion: In conclusion, we have demonstrated that STAMP2 may
play an important role in the pathogenesis of the prostate cancer and
in the androgen-dependent androgen-independent staging of prostate
cancer. In addition, STAMP2 protein, which is localized in the intracellular
golgi complex and cell membrane, may be a new target molecule for
prostate cancer diagnosis and treatment.

Keywords: Prostate, prostate cancer, six transmembrane protein of
prostate 2
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Giris

Prostat kanseri gunimuizde Amerika Birlesik Devletleri ve
Avrupa’da deri kanserlerinden sonra en sik tani konan kanserdir
ve erkekler arasinda kansere bagl 6lim nedenleri icinde ticlincl
sirada yer almaktadir (1). Prostat kanseri yasla birlikte gorilme
sikligr artan bir hastaliktir ve erkeklerde yasam beklentisinin
artmasi bu hastalii 6nemli bir medikal problem haline
getirmistir.

Androjenler prostat hicrelerinin  normal c¢ogalmasinda
ve farklilasmasinda; prostat kanserinin gelismesinde ve
ilerlemesinde 6nemli rol oynamaktadirlar (2). Androjen azaltici
tedaviler prostat kanserinin gerilemesine yol acmaktadirlar (3).
Fakat olgularin ¢cogunda, bircok tedaviye ragmen hastaligin
androjen direncli prostat kanserine (ADPK) ilerlemesi ve
olime yol agmasi engellenememektedir. Glinimizde prostat
kanserinin progresyon gostermesi ve ADPK ilerlemesi ile ilgili
bircok arastirma olmasina ragmen altta yatan mekanizma
tam olarak anlasilamamistir. Bu ilerlemenin ortaya cikariimasi
hastaligin etkin tedavisinde onemli rol alacaktir. Literattrdeki
bircok calisma, androjenler ve androjen reseptorleri (AR) ile
diizenlenen genlerin prostat kanserinin tim asamalarinda rol
aldigini gostermistir (4). Bu sebeple prostat kanseri hiicrelerinde
AR’yi hedef alan genler ve bunlarin yolaklar tedavide énemli
hedefler olabilir. Androjenle regiile olan ve prostat kanserinin
patogenezinde 6nemli bir rol aldigi son calismalarda gosterilen
genlerden biri six transmembrane protein of prostate (STAMP)
ya da six transmembrane epithelial antigen of prostate (STEAP)
gen ailesine Uye olan STAMP2'dir (5,6,7). STAMP2'nin prostat
kanserinde benign prostat dokusu ile karsilastirildiginda asiri
derecede eksprese oldugu ve oksidatif stresi artirarak prostat
kanseri patogenezinde rol alabilecegi gosterilmistir (5,6).

Bu calismada, STAMP2 geninin AR iceren [prostat kanserinin lenf
nodu (LNCaP) hiicre kilturleri, AR tasiyan] hiicre kilttrlerindeki
ekspresyon profilinin androjenle regulasyonunu, RNA ve protein
diizeyinde gostermek ve endojen STAMP2 proteininin hiicre ici
lokalizasyonunu belirlemek amaclanmustir.

Gere¢ ve Yontem

Hiicre Kiiltiirii, Androjen Uygulamasi ve Gen Transfeksiyonu

insan prostat kanseri hiicre kiltirleri LNCaP DU145 (prostat
kanseri beyin metastazindan elde edilen ve AR tasimayan)
ve maymun bobrek epitel (COS-7) hiicre kiltlrleri Amerikan
Tipi Kultdr Koleksiyonu’ndan temin edildi. LNCaP hdcreleri
%10 fetal sigir serumu (FCS) (PAA laboratuvarlar Gmbilt), %1
penisilin-streptomisin (Cambrex), %1 L-glutamin (Cambrex) ile
desteklenmis RPMI 1640 (Cambrex) medyumu iceren 15 cm’lik
kiiltir plag: icinde 37 ‘C'de ve %5 CO,’li ortamda cogaltildi.
Yeterli sayiya ulagan hiicreler 10 cm’lik plaklara her plakta 9x10°
hiicre olacak sekilde yeniden ekildi. LNCaP hiicrelerine 104 M
sentetik androjen [R1881, Methyltrienolone (PerkinElmer)] O, 6,
12, 24, 48 ve 72 saatlik stirelerle uygulandi. Androjen uygulamasi
sonras! hiicrelerden protein ve RNA elde edildi. Prostat kanseri
beyin metastazindan elde edilen ve AR tasimayan DU145
hicreleri %10 FCS, %1 penisilin-streptomisin, %1 L-glutamin
ile desteklenmis Dulbecco’nun modifiye ettigi Eagle medyumu
[DMEM (Cambrex)] iceren 10 cm’lik kultiir plag icinde 37
‘C'de %5 CO,'li ortamda cogaltilip protein izolasyonu icin

kullanildi. COS-7 hiicreleri %10 FCS, %1 penisilin-streptomisin,
%71 L-glutamin ile desteklenmis DMEM iceren 15 cm’lik kiltiir
plagi icinde 37 ‘C'de %5 CO,li ortamda codaltildi. Yeterli
saylya ulasan hiicreler 10 cm’lik plaklara her plakta 9x10° hiicre
olacak sekilde yeniden ekildi. Gen transfeksiyonu icin hiicrelerin
medyumu islemden 2 saat 6nce degistirildi. Transfeksiyon islemi
icin FUGENE-6 transfeksiyon reaktifi (Roche) uretici firmanin
onerisi dogrultusunda kullanildi. Hdcreleri pcDNA4-HisMax-
STAMP2 (Fahri Saatcioglu Laboratuvarlar) ve pcDNA4-HisMax-
Empty plazmid ile transfekte etmek icin 5’er yg plazmid
DNA, 10 pyL FUGENE-6 ve DMEM toplam reaksiyon volimii
100 pL olacak sekilde hesaplanarak kullanildi. Bir Eppendorf
tip icinde 10 pyL FUGENE-6 DMEM ile karistirldiktan sonra
transfekte edilecek plazmid DNA’lari eklendi ve 45 dakika
oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda
karigimin tamami hiicre plaklarina damla damla eklendi ve 48
saat sonra hicrelerden protein elde edildi.

Hiicrelerden Protein ve RNA izolasyonu

Androjen uygulanmis ya da transfekte edilmis hucrelerin
medyumu aspiratorle uzaklastinldiktan sonra hiicreler 1x fosfat
tamponlu tuz ile yikandi. Yikama sonrasi hicreler plaktan
kazinarak buz icinde bekleyen 15 mL'lik falkon tiplere alind.
Santriftij sonrasi hiicre ¢okeltisine 100 pL lizis soltsyonu eklendi,
pipetle karstinlarak stispansiyon haline getirildi ve 1,5 mL'lik
Eppendorf tiiplere alindi. Her tiip +4 ‘C’'de 2 saat rotasyon
sonrasinda 13000 rpm’de 15 dakika santrifije tabi tutuldu.
Santriflij sonrasi her tiipte dipteki ¢okeltiden ayrilan sivi yeni
Eppendorf tiiplere alindi. Protein konsantrasyonlari Wallac
Victor? 1420 Multilabel Counter (PerkinElmer) ve Bio-Rad
Protein Assay Reagent (Bio-Rad laboratuvar) kullanilarak 6l¢tildi.
Androjen uygulanmig hticrelerden RNA tek basamak guanidin
tiyosiyanat yontemi kullanilarak elde edildi. RNA konsantrasyonu
Lambda 25 UV/VIS Spektrofotometresi (PerkinElmer) ve Lambda
25 bilgisayar programi kullanilarak spektrofotometrik olarak
olcildi.

Northern Blot

Her bir 6rnekten 15 ug RNA %1’lik agaroz jele yiklendi ve 1x
morfolino propan siiffirik asit icinde 100V’de 3-4 saat horizontal
elektroforez sisteminde (Owl) yiritildu. Elektroforez sonrasi
RNA'nin degerlendirilmesi amaciyla Syngene biyo-gorintileme
ve GeneSnap programi kullanilarak jel goruntilendi. Gorintileme
islemi sonrasi jel Gzerindeki RNA, 10x salin sodyum sitrat ve
Whatman 3MM filter kagidi kullanilarak naylon membrana
(MSI, Westboro) transfer edildi ve hibridizasyona hazir hale
getirildi. Naylon membran ¢cDNA prob ile hibridize edilmeden
once northern blot prehibridizasyon sollisyonu iginde inkibe
edildi. inkiibasyon sonrasi hazirlanan P32 isaretli STAMP2 cDNA
prob denatiire edilerek prehibridizasyon soliisyonuna eklendi.
Naylon membrandaki spesifik sinyal Typhoon 9400 Variable
Mode Imager (Amersham Biosciences) ve Typhoon Scanner
Control 3.0 software (Amersham Biosciences) kullanilarak
gorintilendi. Her 6rnek icin gozlenen sinyal ImageQuant TL
software (Amersham Biosciences) ile kantitatif olarak ol¢iildi.

Western Blot

Her bir 6rnekten 100 pg protein iceren ornekler ve 20 pL
protein marker (New England Biolabs) 100 ‘C'de 2 dakika
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denatiire edildikten sonra %710’luk poliakrilamid jele yiklendi.
Elektroforez islemi Single-Sided Vertical Electrophoresis System
(Owl) kullanilarak tamamlandi. Elektroforez sonrasi jeldeki
proteinler, Tank Electroblotting System’de (Owl) 1x transfer
soltsyonu icinde 100 mA'lik elektrik akimi kullanilarak Immun-
Blot PVDF Membrane’ye (Bio-Rad laboratuvarlar) transfer edildi.
Transfer sonrasi polivinilidin diflorir membrana % STAMP2
proteinine karsi tavsanlarda immuinizasyon sonucu olusturulan
serumdan aseton purifikasyonuyla elde edilen antikor (Fahri
Saatcioglu Laboratuvarlar), primer antikor olarak 1 pg/mL
konsantrasyonda kullanildi. Sekonder antikor olarak anti-rabbit
immunoglobulin (Ig) G antikoru 1/10000 konsantrasyonda
uygulandi. Kemiliminesans olarak elektrokemiliiminesans
(ECL) reaktif kullanilarak membrandaki spesifik sinyal filme
[Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences)] aktarildi. Filmdeki
spesifik sinyal Optimax X-ray Film Processor cihazi kullanilarak
goruntilendikten sonra GeneTools ImageQuant programi
(Syngene) ile kantitatif olarak olctildi.

immiinfloresan Mikroskopi

LNCaP ve COS-7 hiicreleri icinde 22x20 mm’lik lamellerin
bulundugu plaklara ekildi. LNCaP hiicrelerine 48 saat androjen
uygulamasi yapildi. STAMP2 proteininin hiicre ici lokalizasyonunu
gostermek icin, yeni tanimlanan proteinlerin hicre ici
lokalizasyonunun belirlenmesinde kullanilan yesil floresan veren
yesil floresan proteini (GFP) kullanildi. COS-7 hticreleri, GFP'nin
C-terminal ucuna yerlestirilerek olusturulmus GFP-STAMP2
ekspresyon vektoru (Fahri Saatcioglu Laboratuvari) ve pcDNA4-
HisMax-STAMP2 ile transfekte edildi. Primer antikor olarak
anti-GFP antikoru ve STAMP2 proteinine karsi immiuinizasyonla
elde edilen serumdan asetonla purifiye edilen antikor kullanildi.
Sekonder antikor olarak 1/200 dilisyonda Alexa Fluor 594 Goat
Anti-Rabbit 1gG [Molecular Probes (kirmizi)] ve Alexa Fluor
488 Goat Anti-Rabbit IgG [Molecular Probes (yesil)] kullanildi.
Yikama isleminin ardindan 1/1000 dilisyonda 4’,6-diamino-
2-fenilindol (Sigma) hiicre cekirdeklerini boyamak amaciyla
kullanildi. Lameller 20 pL ProLong Antifade Kit (Molecular
Probes) kullanilarak lamlarin Gizerine yapistirildilar. TGm 6rnekler
Leica DM IRBE lazer taramali konfokal floresan mikroskobu,
488 nm Argon Lazer ve Leica konfokal bilgisayar programi
kullanilarak goriintilendi. LNCaP ve COS-7 hiicrelerinden z
ekseninde 100 nm’lik kesitler ile goriintiiler elde edildi. iki farkh
antikora ait goruntiler (kirmizi ve yesil) Adobe Photoshop
programi kullanilarak Ust Uste getirilip kolokalizasyon (sari ve
turuncu) degerlendirildi.

Deneysel ve hiicre kltirleri ile yapilan bir calisma oldugu icin
etik kurul onayr alinmamustir.

Bulgular

LNCaP Hiicrelerinde Six Transmembrane Protein of Prostate
2 Ekspresyonunun RNA ve Protein Diizeyinde Androjenle
Regiilasyonunun Belirlenmesi

STAMP2 geninin RNA diizeyinde ekspresyonunu AR iceren
LNCaP hicrelerinde gostermek icin northern blot yontemi
kullanildi. Androjen uygulanmamis LNCaP hiicrelerinde STAMP2
ekspresyonuna rastlanmazken, androjen uygulanmis LNCaP
hicrelerinde 6. saat sonunda ekspresyon goriilmeye baslandi ve
maksimum seviyeye 48. saatte ulasildi. STAMP2'nin ekspresyon
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profilini degerlendirmek icin ayni RNA’lar bu kez prostat
spesifik antijen (PSA) icin hazirlanmig cDNA prob ile isaretlendi.
Androjen uygulanmamis LNCaP hiicrelerinde bazal seviyede
PSA ekspresyonu gozlendi. Androjen uygulanmasinin ardindan
bu bazal PSA ekspresyonunun hizli bir sekilde yikselmeye
basladigi, 24. saatte maksimum dizeye ulastigi ve 48. saatte
sabit kaldigi gozlendi. LNCaP hiicrelerinde STAMP2 geninin
ekspresyonunun PSA ekspresyonu gibi androjenler tarafindan
dizenlendigi, PSA’dan farkli olarak STAMP2’nin androjenden
yoksun ortamda bazal ekspresyona sahip olmadigi, androjen
uygulama suresine bagh olarak dogru orantili bir sekilde arttigi
ortaya cikti (Sekil 1).

STAMP2'nin androjen uygulanmis ve uygulanmamis LNCaP
hiicrelerinde protein ekspresyonunu belirlemek icin Western
blot yontemi kullanildi. STAMP2 proteininin ekspresyonunun
LNCaP hdcrelerinde androjen uygulamasi sonrasinda ortaya
ciktigr gozlendi. Pozitif kontrol olarak kullanilan ve STAMP2

LNCaP
R1881 (sa) 0 6 12 24 48

STAMP2—

Rel. Skor - 3 7 20 37

PSA—

Rel. Skor 1 11 22 31 30

185 RNA— SRR &

STAMP 2 Ekspresyonprofili

s
=}

Rolatif
degeriendirme
- - NN WW

momomoWm

LNCaP - LNCaP INCaP LNCaP LNCaP
6h 12H 24n 48h

Sekil 1. Six transmembrane protein of prostate 2’nin RNA
diizeyinde ekspresyon profili: Prostat kanserinin lenf nodu
hiicrelerine artan siireler icinde sentetik androjen R1881 (10 M)
uygulandi. Toplam RNA izole edildikten sonra six transmembrane
protein of prostate 2 probu ile isaretlenerek northern analiz
yonteminde kullanildi. Six transmembrane protein of prostate
2'nin ekspresyonunu degerlendirmek icin ayni RNA’larin prostat
spesifik antijen ekspresyonu ile karsilastirildi. 18 S RNA'nin jel
gorintusi kontrol olarak kullanildi. Problara cevap veren mRNA
miktari her érnek icin rolatif olarak kuantifiye edildi

LNCaP: Prostat kanserinin lenf nodu, STAMP2: Six transmembrane protein of
prostate 2, PSA: Prostat spesifik antijen
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Sekil 2. Six transmembrane protein of prostate 2 protein
ekspresyonu: Androjen uygulanmis ve uygulanmamis prostat
kanserinin lenf nodu hicrelerinden, androjen reseptoru
tagimayan DU145 ve pcDNA4-HisMax-six transmembrane
protein of prostate 2 ve pcDNA4-HisMax empty vektor ile
transfekte edilmis maymun bobrek epitel hiicrelerinden elde
edilen protein Western blotting yontemi ile degerlendirildi.
Her bir 6rnek icin 100 pg protein %10’luk sodyum dodesil
stlfat poliakrilamit jel elektroforezinde yuratildi. Primer
antikor olarak anti-six transmembrane protein of prostate 2 ve
sekonder antikor olarak anti-rabbit immunoglobulin G kullanildi.
Immiunoblotting sonrasi elektrokemiliminesans ile isaretlenen
spesifik sinyal filmlere aktarilip Optimax X-ray Film Processor
cihazi ile goruntilendi. Spesifik sinyalin rolatif degerlendirmesi
icin GeneTools ImageQuant programi kullanildi

LNCaP: Prostat kanserinin lenf nodu, STAMP2: Six transmembrane protein of
prostate 2

geni transfekte edilen COS-7 hiicrelerinde de bu ekspresyon
gozlendi. Androjen uygulanmamis LNCaP hiicrelerinde ve AR
tasimayan DU145 hiicrelerinde bu proteinin ekspresyonun
olmadig ortaya konuldu (Sekil 2).

LNCaP hiicrelerinde androjen etkisi ile ortaya cikan STAMPZ2
ekspresyonunun androjene maruz kalma suresi ile iligkisini
belirlemek icin, LNCaP hdicrelerine 6, 12, 24, 48 ve 72
saat sureyle androjen uygulandi. LNCaP hicrelerinde STAMP2
protein ekspresyonunun androjene maruz kalma sresi ile dogru
orantili bir sekilde arttig ortaya konuldu (Sekil 3).

Six Transmembrane Protein of Prostate 2 Proteininin Hiicre
icindeki Lokalizasyonunun Belirlenmesi

STAMP2 proteininin hiicre ici lokalizasyonunu belirlemek icin
GFP’nin  C-terminal ucuna yerlestirilerek olusturulmus GFP-
STAMP2 ekspresyon vektoru ile transfekte edilmis COS-7
hiicreleri floresan mikroskopide incelendi. Anti-GFP antikoruna
(yesil), anti-STAMPZ2 antikoruna (kirmizi) ve kolokalizasyona
(sarr) ait gortintiler degerlendirildiginde; GFP-STAMP2'nin golgi
kompleksine 6zgu hiicre cekirdegini cevreleyen ve sitoplazmaya
uzanan (juksta-nikleer) bir dagihm gosterdigi, ayrica hiicre

LNCaP
Cos- Cos+ O0sa 6sa 12sa 24sa 48sa 72sa
. -+
52 kd— \ ) ' » —STAMP-2
Rel Skor - 48 . 16 15 29 34 42

STAMP -2 Ekspresyon Profili

o

o~

w

)

RélatifDegerlendirm e

/1

=)

Cos- Cos+ LNCaP0 LNCaP6 LNCZP12 LNCaP24 LNCaP48 LNCaP72

Sekil 3. Six transmembrane protein of prostate 2 protein
ekspresyonu: 6., 12., 24., 48. ve 72. saatlerde androjen
uygulanmis ve androjen uygulanmamis lenf nodu prostat
kanseri hiicrelerinden ve pcDNA4-HisMax-six transmembrane
protein of prostate 2 ve pcDNA4-HisMax empty vektor ile
transfekte edilmis maymun bobrek epitel hiicrelerinden elde
edilen protein western blotting yontemi ile degerlendirildi.
Her bir 6rnek icin 100 pg protein %10’luk sodyum dodesil
sulfat poliakrilamit jel elektroforezinde yuratuldd. Primer
antikor olarak anti-six transmembrane protein of prostate 2 ve
sekonder antikor olarak anti-rabbit immunoglobulin G kullanildi.
Immunoblotting sonrasi elektrokemiliiminesans ile isaretlenen
spesifik sinyal filmlere aktarilip Optimax X-ray Film Processor
cihazi ile goruntilendi. Spesifik sinyalin rolatif degerlendirmesi
icin GeneTools ImageQuant programi kullanildi

LNCaP: Prostat kanserinin lenf nodu, STAMP2: Six transmembrane protein of
prostate 2

sitoplazmasinda yaygin dedisik lokalizasyonlarda bulundugu
ve sitoplazma membraninda yogunlastigi gozlendi (Sekil 4).
STAMP2 proteininin hiicre ici lokalizasyonunu kanitlamak icin,
bu kez GFP proteininin yardimini kullanmadan pcDNA4-HisMax-
STAMP2 ile transfekte edilmis COS-7 hiicreleri ayni deneysel
metot ve deney sartlari saglanarak konfokal floresan mikroskobu
ile incelendi. pcDNA4-HisMax-STAMP2'nin COS-7 hicrelerinde
sekresyonuna neden oldugu STAMP2 proteini, GFP-STAMP2
proteini gibi golgi kompleksine 6zgu juksta-nukleer bir dagilim
gosterdigi gozlendi. Ayrica hiicre sitoplazmasinda da yaygin
olarak bulundugu ve sitoplazma membraninda yogunlastig
belirlendi (Sekil 5).

LNCaP Hiicrelerinde, Androjen Uygulamasi Sonrasi Eksprese
Olan Six Transmembrane Protein of Prostate 2 Proteininin
Hiicre icindeki Lokalizasyonunun Gésterilmesi

Androjen uygulanmasi sonrasi LNCaP hticrelerinde dogal olarak
ortaya c¢ikan STAMPZ2 proteininin hicre ici lokalizasyonunu
belirlemek icin androjen uygulanmis LNCaP hiicreleri
immunfloresan mikroskopi ile incelendi. Androjen uygulanmis
LNCaP hiicrelerinde eksprese olan dogal STAMP2 proteininin
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.

Sekil 4. Yesil floresan proteini-six transmembrane protein of
prostate 2'nin intraselluler lokalizasyonu: Maymun bobrek epitel
hicreleri yesil floresan proteini-six transmembrane protein of
prostate 2 ile transfekte edildikten sonra metanol-aseton yontemi
ile fikse edildi. Primer antikor olarak anti-six transmembrane
protein of prostate 2 ve anti-yesil floresan proteini antikoru ve
sekonder antikor olarak Goat Anti-Rabbit IgG Alexa 592 (kirmizi)
ve Alexa 488 (yesil) kullanildi. Huicreler Leica DM IRBE konfokal
mikroskop ve 488-nm Argon Laser ile goruntilendi. Yesil
floresan proteini ve six transmembrane protein of prostate 2'nin
gorintileri Adobe Photoshop programi ile Ust Uste konarak
kolokalizasyon (sari ve turuncu) gosterildi. Six transmembrane
protein of prostate 2'nin lokalizasyonu oklar ile belirtildi. Beyaz
ok golgi kompleksini, mavi ok plazma membranini, sari ok ise
sitoplazmadaki dagilimi isaret etmektedir

GFP: Yesil floresan proteini, STAMP2: Six transmembrane protein of prostate 2

hiicre ici lokalizasyonunun STAMP2 ile transfekte edilmis COS-7
hiicrelerinde oldugu gibi daha ¢ok plazma membraninda
dagilim gosterdigi saptandi. Hiicre ici arka plan boyanmanin
fazla olmasi nedeniyle STAMP2'nin sitoplazmik dagiimi net
olarak degerlendirilemedi (Sekil 6).

Tartisma

Androjenler, prostat hicrelerinin normal proliferasyonunda
ve diferansiyasyonunda, prostat kanserinin gelismesinde ve
ilerlemesinde 6nemli rol oynamaktadirlar (4). Bu nedenle
erken evre prostat kanseri androjen ablasyon tedavisine
yanit vermektedir (3,4). Ancak hastalik kisa bir siire sonra
androjenlerden bagimsiz hale gelmekte ve ilerlemesine
devam etmektedir. Prostat kanserinin bu androjen yanitsiz
evresinde etkin bir tedavi yontemi bulunmamaktadir (3,4). Bu
evredeki hastaligin tedavisinde basarili olabilmek icin prostat
kanserinin androjen bagiml durumdan androjen bagimsiz
duruma gecisinin altinda yatan molekuler mekanizmalarin net
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Sekil 5. pcDNA-4HisMax-six transmembrane protein of prostate
2'nin intrasellller lokalizasyonu: Maymun bobrek epitel hiicreleri
pcDNA4-HisMax-six transmembrane protein of prostate 2 ile
transfekte edildikten sonra metanol-aseton yontemi ile fikse
edildi. Primer antikor olarak anti-six transmembrane protein
of prostate 2 ve sekonder antikor olarak Goat Anti-Rabbit
IgG Alexa 592 (kirmizi) kullanildi. Hucreler Leica DM IRBE
konfokal mikroskop ve 488-nm Argon Lazer ile goriintilendi.
Six transmembrane protein of prostate 2'nin lokalizasyonu
oklar ile belirtildi. Beyaz ok golgi kompleksini, mavi ok plazma
membranini, sari ok ise sitoplazmadaki dagilimi isaret etmektedir

olarak ortaya konmasi gerekmektedir. Bu amacla prostatta
androjenlerle regtile olan genler lizerinde calisilmaya baslanmis
ve bircok yeni gen tanimlanmistir.

Six transmembran proteinlerin (STP) iyon kanallarinda, su
kanallarinda ve agri iletiminde sinyal tasiyici protein olarak hiicre
ici sinyal iletiminde rol aldig bilinmektedir (8,9). Ayrica STP’ler
ile bircok hastaliin patogenezi arasinda iliski bulunmustur.
Multidrug rezistans proteinler, STP ailesinin bir Uyesi olup
bircok kanserin tedavisinde 6nemli rol almaktadirlar (10). Bu
ailenin bir diger Uyesi olan ATP-binding cassette transporter
protein ile kolesterol metabolizmasinda bozukluga neden olan
Tangier hastaligi arasinda da iligki gosterilmistir (11). STP ailesi
icinde yer alan, STEAP olarak da bilinen ve STAMP protein
ailesinin bir uyesi olan STAMP2 ilk kez Korkmaz ve ark. (5)
tarafindan tanimlanmistir. Regulasyonunda androjenlerin rol
aldigr STAMP2'nin prostat dokusunun yaninda plasenta, akciger,
kalp, kemik iligi, karaciger ve yag dokusunda da asiri miktarda
salgilandigr gosterilmistir (5,12). Korkmaz ve ark. (5) STAMP2
geninin AR iceren LNCaP hiicrelerinde androjen uygulamasi
sonrasi ekspresyonunun arttigini, AR icermeyen DU145 ve P53
prostat kanseri hiicrelerinde eksprese olmadigini gostermislerdir.
Biz de calismamizda benzer sekilde STAMP2 geninin androjen
uygulamasi sonrasi ekspresyonunun LNCaP huicrelerinde arttigini
mRNA duzeyinde gosterdik. Ayrica ek olarak, STAMP2 protein
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Sekil 6. Androjen uygulanmis prostat kanserinin lenf nodu
hicrelerinde six transmembrane protein of prostate 2’nin
intrasellller lokalizasyonu: Prostat kanserinin lenf nodu hiicreleri
androjen uygulandiktan sonra metanol-aseton yontemi ile fikse
edildi. Primer antikor olarak anti-six transmembrane protein
of prostate 2 ve sekonder antikor olarak Goat Anti-Rabbit
IgG Alexa 592 (kirmizi) kullanildi. Hicreler Leica DM IRBE
konfokal mikroskop ve 488-nm Argon Lazer ile goriintulendi.
Hiicrelerden z ekseninde 100 nm araliklarla kesitler alindi.
Six transmembrane protein of prostate 2'nin intrasellGler
lokalizasyonu oklar ile belirtildi. Mavi ok, plazma membranini
isaret etmektedir

ekpresyonunun da androjen uygulamasi ile dogru orantih
arttigini, AR olmayan DU145 hiicrelerinde STAMPZ2 proteininin
eksprese olmadigini saptadik. Bu sonuclar degerlendirildiginde
STAMP2 prostat kanserinde hastaligin androjen bagimli evreden
androjen yanitsiz evreye gegisinde rol oynayabilecek genlerden
biri olabilir. Ancak bu hipotezin net olarak ortaya konmasi icin
prostat kanserli ayni hastadan alinan normal prostat dokusu,
androjen yanith evredeki prostat kanseri dokusu ve ADPK
evresindeki kanser dokusunda yapilacak STAMP2 geninin RNA
ve protein ekspresyonunu gosteren genis hasta sayili ve klinik
destekli calismalara ihtiyag vardir.

Androjenlerle diizenlenen genlerden biri olan Kallikrein-3 ya da
diger adiyla PSA prostat kanserinin tanisinda ve tedavi sonrasinda
kanser takibinde tumor belirleyicisi olarak kullaniimaktadir (13).
Calismamizda LNCaP hucrelerinde PSA'nin ve STAMP2'nin
ekspresyonunun androjen uygulamasi ile arttigini ve androjen
uygulamasinin siresi ile her iki genin ekspresyonundaki artis
arasinda pozitif iliskili oldugunu saptadik. STAMP2'nin ve PSA'nin
ekspresyon profilinin androjenlerle dizenlenmesi bu iki genin
birbiri ile iliskili olabilecedini ve prostat kanserinin baslangicinda
ve patogenezinde birlikte rol alabilecegini gostermektedir. Bu
hipotezin aciga kavusturulmasi icin PSA ve STAMP gen ailesi
arasindaki iligki ayrintil olarak calisiimalidir.

Korkmaz ve ark. (5) STAMP2 geni transfekte edilen COS-1
hicrelerinde STAMP2 proteininin endoplazmik retikulum,
golgi kompleksi ve hicre membraninda lokalize oldugunu
gostermislerdir. Biz de calismamizda STAMP2 proteininin
prostat kanserinin olasi tani ve tedavi icin kullanilabilirligini
ortaya koymak adina LNCaP hiicrelerinde ve STAMPZ2 transfekte
edilmig COS-7 hicrelerinde STAMPZ2 proteininin hiicre igi
lokalizasyonunu belirlemeyi amacladik. inceleme sonunda
GFP-STAMP2 ve pcDNA4-HisMax-STAMP2 transferi sonunda
sentezlenen STAMP2 proteininin ayni Korkmaz ve ark. (5)
sonuclarindaki gibi COS hiicrelerinin hiicre membranina ve
golgi kompleksine lokalize oldugunu gosterdik. Ayrica ek olarak
androjen uygulanmasi sonrasi sentezlenen dogal STAMP2
proteininin LNCaP hiticrelerinde daha ¢ok hiicre membraninda
lokalize oldugunu saptadik. Ancak LNCaP hdcrelerinin igsi
yapisi, COS hcreleri gibi yayvan sekilde olmamasi ve LNCaP
hiicrelerine goére yapistiklar tabana daha genis yayilmalari,
dogal sentezlenen STAMPZ2 proteininin transfekte gen tarafindan
sentezlenen protein kadar cok olmamasi sebebiyle STAMP2
proteininin LNCaP hiicrelerinde hticre ici dagiimi plazmid-
STAMP2 ile transfekte edilmis COS-7 hicrelerindeki gibi
net degerlendirilemedi. Sonug¢ olarak, hem LNCaP hem de
COS-7 hiicrelerinde yapilan immunfloresan calismalari birlikte
degerlendirildiginde, STAMPZ2 proteininin hiicrede golgi
kompleksi ve hiicre membraninda lokalize oldugu gosterilmistir.
Hiicre membraninda bulunan ve transmembran kuyruk iceren
bircok protein, antikor aracii imminoterapide hedef olarak
kullanilmaktadir. Ayrica bu proteinlerin potansiyel tani araci
olarak kullanilabilirligi arastiriimaktadir. Prostat spesifik membran
antijeni [PSMA (14,15)] ve prostat kok hiicre antijeni (16) gibi
proteinler de prostat kanserinin antikor aracili tedavisi icin
hedef secilmis proteinlerden bazilandir. Anti-PSMA antikoru
yakin gecmiste prostat kanseri metastazlarini saptamak icin
kullanilmig ve prostat kanseri tedavisinde kullanilabilirligi
acisindan degerlendirilmeye baslanmistir (14,15). Azumi ve
ark. (17) STAMP2 gen ailesinin de uyesi oldugu STEAP geninin
sentezledigi proteinin bazi epitop bdlgelerinin mesane ve
bobrek timorlerinde T hicre yanitini artirdigini ve bu STEAP
reaktif T hiicrelerinin STEAP proteinini eksprese eden bobrek ve
mesane kanseri hiicrelerini 6ldurebilecegini gostermislerdir. Bu
epitop bolgelerinden elde edilecek asilarin STEAP ekspresyonuna
karsi bobrek ve mesane timorlerinin immdinoterapisinde
kullanilabilecegini  belirtmislerdir.  Bizim  ¢alismamizda
gosterdigimiz gibi STAMP2'nin androjenlerle regiile olmasi ve
hiicre icinde hiicre membranina lokalize olmasi, ayrica STEAP
proteininin sahip oldugu epitop bolgelerine benzer fonksiyona
sahip epitoplar icerme olasiliyi sebebiyle, prostat kanserinin
androjen yanitl evresinde immuinoterapi amaciyla kullanilabilir
ve bdylece hastalik ADPK’ye ilerlemeden 6nlenebilir. Ancak bu
sonuca varabilmek icin STAMP2 proteininin bu 6zelligini ortaya
cikaracak daha ileri calismalara ihtiyag vardir.

Yakin zamanda literatlirde bircok calisma STAMP2'nin prostat
kanserinin baglangic ve ilerlemesindeki roliini ortaya koymaya
calismustir. Jin ve ark. (6) prostat kanseri hiicrelerinde STAMP2'nin
reaktif oksijen radikallerini artirdigini, timér grade ve tedaviye
yanitla iliskili oldugunu; Lindstad ve ark. (18) STAMPZ2'nin
adipogeneziste rol aldigini ve STAMP2 aracili adipogenezisin in
vivo prostat kanseri buyimesini kolaylastirdigini géstermislerdir.
Ayrica STAMP2'nin enflamatuvar siireclerden sorumlu oldugunu,
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obezite ve insilin direnci ile iliskili oldugunu gosteren calismalar
da bulunmaktadir (19).

Caligmanin Kisithliklar

Calismamizin kisitlihigr insan prostat kanseri dokularindan ve
normal prostat dokusundan protein ve RNA izolasyonunun
yapilmamasi, sadece hiicre kultlrlerinden elde edilen protein
ve RNA'larin kullanilmis olmasi ve STAMP2 RNA ve protein
ekspresyonunun kanserli ve normal prostat dokularinda
gosterilmemesidir.

Sonuc¢

Bizim calhsmamiz ve literatlirdeki diger calismalar birlikte
degerlendirildiginde  STAMP2'nin  prostat  dokusunun
fizyolojisinde ve prostat kanserinin patogenezinde 6nemli bir rol
aldigi saptanmistir. Bu sebeple STAMP2 prostat kanseri tani ve
tedavisi icin hedef molekiil olabilir ve bu amacla daha ayrintili
klinik destekli calismalar planlanmalidir.
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