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OZET

KUCUK HUCREL I OLMAYAN AKC iGER KANSER HUCRE DiziSi PC 14
UZERINDE PTEN TUMOR BASKILAYICI GEN INiN INVAZYON,
PROLIFERASYON VE APOPTOZ UZERINDEK I OLASI ETK iLERININ

MEKAN iZMALARI! ILE ARASTIRILMASI

Demiray, Aydin
Yuksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji ABD
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Hakan AKCA

Temmuz 2009, 59 sayfa

Insan karsinogenezinin ¢ok adimli bir @im oldygu ve kanser galimi siresince
meydana gelen fenotipik gigikliklerin hiicre icindeki genetik dgsiklik
birikimlerinin yansimasi oldgu ginumuzde yaygin olarak kabul edilir. Boylece
kanser hucrelerindeki metastatik fenotiplerin kalmaa sdreclerini anlamak igin
kanser hucrelerinin metastatik fenotipleri ilgklli olan ve kanser gefimi suresince
degisikliklerinin cogaldigi gbzlenen genlerin tanimlanmasi zaruridir. Buepdb
argtirmacilar, metastatik kanser hicrelerinde prenatiEsismis ve kanser
hicrelerinin  metastatik potansiyellerini dizenlenaktivitesine sahip genleri
argtirmaktadirlar. Akcgter kanserinde PTEN/MMACL geni sik olarak inaktiftir
Bununla beraber bu genin ager kanser hucrelerinin metastatik potansiyellerinin
diizenlenmesine karp karsmadgi hala agik dgldir. Bu literatir bilgilerine rgmen
heniliz akgier kanser metastazini kontrol eden bir gen bulunagha Bu calsma da
yeniden yaratilan PTEN wt ekspresyonun kicguk huakhayan akdier kanser
hiicre dizisi PC14 hucrelerinin proliferasyonu veo@tpzisi Uzerine herhangi bir
etkisi olmamasina gmen hicre invazyonunu PI3K-AKT y@anl inhibe ederek
kontrole gbre %67+3.2 (p<0.001) oraninda baskilaaigikca gosteriimektedir.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri, PTENinvazyon



ABSTRACT

A STUDY ON THE PTEN TUMOR SUPRESSOR GENE POTENTIBEFECTS
OF NON SMALL CELL LUNG CANCER CELL PC 14 CELL PROEERATION,
INVASION AND APOPTOSIS WITH POTENTIAL MECHANISIMS

Demiray, Aydin
M. Sc. Thesis in medical biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hakan AKCA

July 2009, 59 page

It is now widely accepted that human carcinogenesia multi-step process and
phenotypic changes during cancer progression tetihec sequential accumulation of
genetic alteration in cells. Thus, in order to ustend the process of acquisition of
metastatic phenotypes in cancer cells, it is irghspble to identify genes whose
alterations accumulate during cancer progressiod eorrelate with metastatic
phenotypes of cancer cells. For this reason reseestave been searching for genes
that are pregenetially altered in metastatic cace#is and have activities to regulate
their metastatic potentials. In lung cancer PTEN/MBA gene is frequently
inactivated. However, it still remains unclear wiest this gene is involved in the
regulation of metastatic potential in lung canagltsc In spite of above knowledge we
don not know any gene which can control lung cameetastasis. In this study it is
clearly shown that although recreated PTEN wt esgiom supresses non small lung
cancer cell lines on PC14 cells invasion at % 6Z4#8ough PI3K-AKT pathway, has
no affects on proliferation and apoptosis when camag with control cells.

Key Words: Lung cancer, PTEN, invasion
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1.GIRIS

Bilim ve teknolojik gelmelerin ba dondurtci hizla ilerledi ginimiizde hala bazi
konularda aydinlatilamayan noktalar mevcuttur. Bunl bginda ise buyuk 6lum
oranina sahip olan kanser hagalgelmektedir. Kanser alaninda dinya genelinde
bircok aratirici geng bitcelerle catmasina ramen halen cevap bekleyen bircok soru

bulunmaktadir.

Kanser uzerine yapilan gtamalarda elde edilen sonuclanginda, kanserken
hicrelerin, normal viicut hiicrelerine gore bircogigien gecirdgini anlayabilmekteyiz.
Ancak bu dgisimler her kanser tipinde ayni olm&dgibi ayni kanser tipinin ilerleyen
donemlerinde de farklilik arz etmektedir. Ayricanakanser tipi insandan insana da
farklilik gostermektedir. Dolayisiyla bu durum Fregin tedavisini oldukca
glclestirmektedir.

Normal hicreden, kanser hiicresine diinii icin gecen sire karsinogenez olarak
adlandinimaktadir. Bu dgsim hicrenin genetik materyalinde meydana gelen
mutasyonlarin birikimi ile olgur. Hicre doéngusuni kontrol eden genlerdesanu
mutasyon ile hicre surekli olarak bolinmeyesldra ve bir sire sonra bolinme
kontrolliniin kaybi sonucu alan gir ¢cogalma &ilimi kanser geimine zemin hazirlar
(Aparicio vd 2007)

Karsinogenezis ¢ok basamakli bir surectir. Bir bder meydana gelen genetik
mutasyon ger dizeltiimeden hiicre galmaya bglar ve apoptozisediamaz ise olgan
transforme hicre bolunerek g@maya bglar. Ancak bu ¢@alma monoklonal kitle
olusturmaz aksine yeni mutasyonlar ile daha buylk, Z2iwgetengi olan ve uzak
yayillim yapabilen hicrelere dgyiii. Orngin barsak epitel hiicresi Adenomatdz
poliposis coli (APC) timoér baskilayici genin ifaoés kaybl sonucu epitel hicreler
polip olusturur. Olusan bu polip bairsak duvarina yagpik olarak iyi huylu timor olarak
cogalir. Bu polip daha sonra K-ras geninin aktivasydailkontrolsiiz bélinmeye blar
ve gens bir polip olwturur ve sinif Il adenom adini alir. Sinif [l ademdolorektal
kanserlerde mutasyonlu (DCC) tumoér baskilayici méfaide kaybi ile sinif [l adenom

olarak adlandirilir. Bu adenom prekanserdz olamiraliniir. U¢ mutasyon gegiren



adenom, tumor protein 53 (p53) tumor stpresor garbikile karsinoma adini alir ve
invaziv yetenek kazanir. Bazal laminay parcalalydrsbert vd 2007) metastatik etki

ile yayihm gerceklgtirir (Sekil 1.1)

Baxal lamina Baslangictaki telk
™ cogalan hdcre

iKan damariar: -

Leyf
Cogalan hiicre damanr:
topiulugu

Lo

Bawyvilke
. adenom

Buyik adenom
wve karsinom

Kamn ve lenf
damariarina gecgi
(invazyon) z

Sekil 1.1 Bagirsak adenomunun kanser hiicresine domisireci (Cooper ve
Hausman, 2005)

Kanseri koken alga hiicre tipine gore (¢ ana grupta toplayabilirinsan
kanserlerinin ¢cok biyuk kismini gluran epitel hiicre kaynakh karsinomlar, kas, kemik
kikirdak ve fibr6z doku kaynakli sarkomlar ve kagya immun sistem hicrelerinden
kaynaklanan losemi veya lenfomalar. Ayrica kansékek aldgl hicre haricinde

olustugu hiicreye gore de gmiklik gostermektedir. Ayni kanser tarl ayrigrafyaya,



insan 1irklarina, yam kaullarina ve beslenme ghanliklarina gore de dgesiklikler

gostermektedir.

Bugin 6lim sebebi olarak kanser, ikinci sirada gknaktadir (webl, web?2).
Kanser nedenli olumlerin banda %30 oranla akger kanseri gelmektedir (web3).
Kanser vakalarinin gorilme oraninda ise, prostaheme kanserlerinden sonra gesi
kanserleri G¢lncu sirada yer almaktadir (web3).igdckanserinin beyillik sag kalim

orani ise % 15 olarak bilinmektedir (web4, webb).

Normal hicreler bolinmek icin bolinmeyi uyarici tgrdara ihtiya¢ duyarlar. Bu
uyaranlar ilgili reseptorlere Bnarak bolinmeyi uyarir. Kanser hiicrelerinde iég@d
bir ajana gerek duymadan ilgili reseptoriin mutasyeeya ikinci mesajcinin aktif
bdlgesinin  mutasyonu surekli hicre boélinmesini wyaBuda kanser hicresinin
proliferasyonuna ve kontrolsiiz bjekilde bélinmesine neden olmaktadir. (Gine
fosfoinositol 3 kinaz (PI3K) proteinin pl&Okatalitik alt Gnitesinin bircok kanser
tirinde mutasyonagmadgl saptanmgtir (Jiang ve Liu 2007). Bu mutasyon PI3K’In
hicrede surekli aktif olmasina neden olur. Bu duwtar®I3K surekli aktif durumdadir
ve bu da hicrenin surekli olarak bélinmesini inéikJiang ve Liu 2007).

Kanser hucreleri, ¢éli etmenlerin proliferasyonu artirici etkiler il&dlinme
surecini devam ettirirken bulungu organin veya dokunun konumuna goére belli bir
kitle halini aldiktan sonra ¢evre dokularazdo baski yapmaya kkar. Onceleri mekanik
stres oldgu disuindlen invazyon mekanizmasinin bugin boyle olgalilinmektedir.
Epidermal buyime faktér reseptori (EGFR) ile aktlan matriks metalloproteaz 7
(MMP-7) ekstraseltler matriks bgienlerini parcalamaktadir (Liu vd 2007). Bu sayede
hiicre ekstraselller matrikste ilerleyebilmektedu ilerlemesini kendi ekstraseluler
matriks bilgenlerine integrin ile tutunarak ve miyozin ile Hasak gercekigtirmektedir.

Bu da hlcreye invazyon yetegindéazandirmaktadir.

invazyon yeteng kazanan hiicre ayni zaman da metastatik fenotgesahip
olabilir. Cunkl tutunamadan gayabilen hatta hareket eden hiicre ayni zaman da uza

organlara yayilim yapabilir.



Bilindigi gibi bircok kanser tipinde EGFR mutasyongramaktadir (Jiang ve Liu
2007). Bu durumda EGFR kendi kendini otofosforildiktifleserek hem proliferasyonu

hem de invazyonu indikleyebilir.

Elbetteki normal bir hicre belli bir yam sirecinden sonra programli bakilde
kendini yok etmektedir. Bu sure¢ apoptozis ya dagmmli hicre oOliumia olarak
bilinmektedir. Bu sirec ile yeanms hicreler ortadan kalkerken gencg ve yeni hicreler
ile organizma devamini glar. Apoptozis hicrenin kendi kendini yok @itbir sirectir.

Bu surec¢ enerji gerektiren belli proteinlerin almesi ile balar. Bu durumun en
belirgin 6zellgi DNA nin 50-200 baz cifti ve katlageklinde kesilmesidir. Busiem
aktif kaspaz ile gdanmaktadir (Franke vd 2003).

PI3K'In aktiflestirdigi AKT'nin (protein kinaz B) apoptozisi engelledi
bilinmektedir (Song vd 2006). Bu karginogenezissotada ve surekliiinde dnemli rol
oynamaktadir. Byekilde hticreler apoptozisten kurtularak kendilebfigik bir avantaj

elde etmektedirler.

Karsinogenez sadece bir genden sorumlu bir mekan@madg! gibi birgok genin
etkisi ile olisan multifaktoriyel bir hastaliktir. Bu sirecte lgenin mutasyonu,sail
ifadesi hicre icinde B&a yolaklarin aktifenmesine neden olmaktadir. Yatdmor
baskilayici genler olarak bilinen genlerin, delesyo promotor metilasyonu veya
mutasyonu ile bu genlerin ifadelerinin ortadan kagiasi karginogenezi artirici etkiye
sahip molekillerin argina neden olmaktadir. Bdylece hicre proliferasyonun
indukleyerek, kontrolsiiz buylyen hicre yeni mutagyo gecirerek normalden

tamamen farkli bir hiicre haline gelir (Jiang ve RQ07).

Hucre, genetik mutasyonlar ile metastatik fenotéip oldgunda birgok tumor
baskilayici proteinleri inaktif oldiu kadar onkogenleri de surekli aktiftir. Bu da kans
tedavisini zorlgtiran etmenlerdendir. Bu amacla timor baskilayenlerin yoklgu
yada onkogenlerin sa1 ifade edilmesi evreleme amacgh olarak kullaraktadir.
Ornesin timor baskilayici gen olan kromozom 10'dan fosfa tensin delesyonlu
(PTEN) yoklygu prostat kanserinde gleason skorlamasinda 8-lakoldade edilir

(Shukla vd 2007), bu durum timorian en agresif evolesak tanimlanmaktadir. Bu da



molekiler temelli ¢agmalarin kanser evrelemesine yardim etmesi sayediedigvi

yaklsgimlarini degistirecesini gostermektedir.

Bu calsmada kucuk hicreli olmayan ager kanser hicre dizisi PC 14 Uzerinde
PTEN tumor baskilayici geninin invazyon, prolifgq@as ve apoptoz Uzerindeki olasi

etkilerinin mekanizmalari ile agarilmasi planlannsgtir.



2. KURAMSAL BIiLGILER ve LITERATUR TARAMASI

2.1. Akciger Kanserleri

Akciger kanserleri, kanser nedenli 6lim sebepleri adasilk sirada yer almaktadir.
Akciger kanseri, olgtugu organ sikigina gore prostat ve meme kanserlerinden sonra
gelmektedir (Ohashi vd 2005). Akar kanserlerin % 80'i kuc¢uk hicreli olmayan
akciger (NSCLC) kanserleridir (Ohashi vd 2007). NSCL&KIggk %65’'i heterojenite
gosterirken, %45’i adeno ve skuamoz tipi ncsclairpgKandasamy vd 2002). Evre 1
ve 2 olan hastalara cerrahi ginmnde bulunulurken, evre 3 hastalarinin bazilarevaabi
girisim, bir kismina ise radyoterapi ve kemoterapi ugguiaktadir (Lim vd 2006).
Yinede 3 yillik ygam omri evre 2 hastalari igcin %35-50, evre 3 hastajin ise % 28
iken (Liu vd 2007), 5 yillik sakalim NSCLC hastalarinda %15 dir (Tang vd 2006).
Yani erken evre hastalarinin cerrahi gim, kemoterapi ve radyoterapi uygulanmasi ile
sgg kalim orani artmaktadir. Ancak ileri evre hastalar buyilk bir kismi operasyona
alinamamaktadir. Bu durum g&alim oranini da etkilemektedir. Ayrica ileri evre
hastalarin kemoterapiye ve radyoterapiye olan dieennedeniyle sa kalim orani
azalmaktadir (Ohashi vd 2007). NSCLC molekiler méekmalarin tam olarak
bilinmemektedir (Tablo 2.1). Ancak gir kisminin acikfja kavgmasi ile hem ilac
direncliliginin disurilmesine hem de yeni tedavi stratejilerinin befimesine katkisi
olacaktir.

Tablo 2.1 Kicuk hucreli olmayan akger kanserlerinde genetik mutasyonlar
(Abraham vd 2009)

Resesif Onkogen Baskin Onkogenler

Rb mutasyonu %20 ras mutasyonu %30

P53 mutasyonu >%50 Her 2/neu asin ifadesi %50

3p delesyonu >%50 myc aslri ifadesi %50

mikrosatellit degisimi var bcl-2 asiri ifadesi %50
telomeraz ifadesi %90

Akciger parankimi veya solunum yollarindan kaynaklan@mdrler akcger
kanserlerini olgturur. Akciger kanserlerinin histopatolojik siniflandinimasitmya

Salik Orgutu (DSO) onerisine gore yapilmaktadir. Bugiire temel olarak akgér



kanserleri kucuk hicreli akger kanserleri (KHAK) ve kucuk htcreli olmayan gkei
kanserleri (NSCLC) olarak iki gruba ayrilinir. Bukii grup tim akcier
kanserlerinin %95’ini tgkil eder. Geri kalan %5’lik oran akgerlerden kaynaklanan
diger timorlerdir (Birerglu 1994), (Tablo 2.2)

Tablo 2.2 Akciger kanserlerinin DSO’nuin siniflandiriimasi (Abrahagn2009)

Akci ger Kanseri insidans
Kiguk hicreli akciger kanserleri %20
Kuguk hucreli olmayan akciger kanserler %75

» adeno kanser %35

» skuamoz hucreli kanserler %30

e bayuk hicreli kanser %10
Digerleri %5

» Kkarsinoid timorler

e pulmoner lenfoma

* mukoepidermoid karsinoma
* adenoid kistik karsinoma

» Sarkomlar

Akciger kanserleri uluslar arasi kabul gogmiiimor, nodil ve metastaz (TNF)
sistemine gore siniflandiriimaktadir. Buna gore;
EvrelA; En geng capl <3 cm, ak@er veya viseral plevra ile ¢evrili, lob boronu
proksimaline invazyon yapmartumorler.
EvrelB; En geng capl >3cm ana brea invaze ancak karenaya invaze olmayan

tumorler

Evre IIA; En geng capl <3 cm, akger veya viseral plevra ile cevrili ve hiler veya
intrapulmoner lenf nodu metasiagpms timarler

Evre 1IB; En gerng capl >3cm ana brga invaze ve hiler veya intrapulmoner lenf
nodu metastazi yapriimaorler

Evre IlIA ; Herhangi buyuklikte olup, mediastene direk invalza ve hiler veya
intrapulmoner lenf nodu metastapms tumorler
Evre 11IB ; Herhangi buyukltkte olup, mediastene direk invegeayni taraf

medastinal, hiler veya «aaraf supraklavikiler lenf bezi metastazi

Evre IV; Herhangi buyuktukte timor ve uzak metastaz



Akciger kanserlerinde tedavi, kanserin evre ve tipine gi#gisir. Buna gore evre |,
Il cerrahi girsime uygun iken bazi evre IlIA hastalari cerrahiggine uygundur. Dier
evre llIB ve IV hastalari yayilimin yaygin olmasedeniyle cerrahi gigimde
bulunulamamaktadir. Bitlin hastalara radyoterapkemoterapi uygulanabilmektedir
(Abraham vd 2009).



2.2INVAZYON ve METASTAZ

Kanser hucrelerinin kontrolstiz buyimeleri devamriegie bulunduklari dokuda
diger dokulari itmeye bdarlar. Bu silrecte mutasyonlar da devam etmektegink
Onceleri geleneksel gdglicerisinde bu baskiya maruz kalan dokunun dahaason
tumorun biyumesi ile invazyonun gercekigi varsaylimsgtir. Ancak bugin bu gosu
gecerli dgildir. Kontrolsiiz bolinen kanser hicreleri 4 baskiaainvazyon ve

metastazi gercekigrmektedir (Sahai 2005).

Kanser hucrelerinde yapilan gimanma da kadherin ailesinden E kadherinin
ifadesinin azaldy ve N kadherinin ifadesinin argi gosterilmgtir (Bogenrieder ve
Herlyn 2003). E kadherin ifadesinden yoksun olamskea hiicresi, bazal laminayebf33
integrin proteini ile fibronektin araciliyla tuturaktadir (Demuth ve Berens 2003). Bu
tutunma hareketi sabit olmayip, hicre harekgtlikazanmg olan kanser hicresi
amoboid hareket yapmaktadir. Bu harekgliiktin proteinin yeniden organize olarak
yalanci ayak olgumu, fillipoda olgumu ve lamellipoda okwmlari ile sglanarak
sitoplazma, miyozin kasiimalari ile kasilip geyerek hicre hareketini
gerceklgtirmektedir (Sahai 2005).

Bu hareketlilikten sonra hiicre ekstraselller magikilair. Buradaki bariyeri ise
matriks metalloproteaz ve plazmin gibi proteazlayardimiyla aar (Bogenrieder ve
Herlyn 2003). Kanser hicrelerinde matriks metalbopaz inhibitorinin ifade
edilmedgi dolayisiyla matriks metalloproteazlarigira ifadesinin oldgunu gosteren
yayinlar mevcuttur (Bogenrieder ve Herlyn 2003)yri8a Urokinaz reseptoriine gha
olarak hiicrede plazmin agtiolmaktadir (Bogenrieder ve Herlyn 2003). Bu ikofgaz
ekstraseltler makriksin parcalanmasina dolayiskdaser hicrelerinin ekstraseltler

matrikste ilerlemesine neden olmaktadir.

Ekstraseluler matrikste bulunan kanser hiicresi dandoteline ulgtiginda tumor
ili skili makrofaj (tumor assosoiated macrophage) iesarda parakrin bir ilmik okur.
Tamor iliskli makrofaj epidermal buyime faktért salgilarkeimb epidermal buyime
faktor reseptord ile alan timor hicresi hepatositiime faktori salgilar ve makrofaj
bunu C-met (hepatosit buyime faktor reseptorialile(Sahai 2005). Bu da kemokinin
12 ya da SDF-1 olarak bilinen proteininin ifade ledisine neden olur. SDF-1,
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invazyon indukleyicisidir (Sahai 2005). Bu parakitmik olusumu ile hiicre endotelden

damar igine ekstravaze olur.

Damar icine ekstravasyon yapan tumor hicresi, sl toplar damar da ise
karacgere, Ust ana toplar damar veya lenf damarlarindals€gere metastaz yapar.
Damar iginde savunma hicresinden kagmak igin seblpsitler ile kendine bir ort
yapan tumor hicresi emboli gturur bu yapi dar yatakl organlardan gecerkenakilc
damarlara takilir ve buradan tekrar invazyon ydpanaundigu organa yayllim yapar
(Sahai 2005).

Tim bu sdre¢c tumor hicresiningradigl mutasyonlara kg oldugu kadar
bulundigu ortamda varolan mikro ¢evre ile dekilidir. Ortamda plazminin varginin
invazyon yapma yetegimi artirdigl yapilan deneylerde gosterilgtir (Bogenrieder and
Herlyn 2003).
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2.3 APOPTOZS

Apoptozis, Latince kelime anlami olarak sonbahareiee digen yaprgl tanimlar.
Programli hicre 6liumi olarakta tanimlanan apoptsidiecinde hicre zari cepgikler
(bleb) yapar, DNA kromatinler degragasyongran ve kondanse olur. Hicre kucuk
cisimciklere ayrilir ve makrofajlar tarafindan fage edilerek yok edilir.

Apoptotik surecte iki protein ailesi rol alir. Bamtla biri Bcl-2 ailesi deri ise
kaspazlardir. Bcl-2 ailesi, zit etkili iki gruptasiusur. Birinci grup apoptotik streci
induklerken dgeri baskilamaktadir. Apoptotik indtkleyici grup hacl-Xs, Bad, Bak
ve Bid baskilayici grup ise bcl-2 ve bcl-XL Gyetaten olgur. Normal bir hiicrede bu
iki grup arasinda bir denge mevcuttugeE indtikleyiciler de argiolursa hiicre apoptoza

gider baskilayicilar da agtolursa hiicre y@maya devam eder.

Apoptozda yer alan proteazlar ise kaspazlardir. pgasr, zimojen olarak
sitoplazmada bulunan aktif merkezde sisteinlerin gieig1 proteazlardir. Kaspazlar,
baslaticl kaspazlar 2, 8, 9, 10 ve efektdr kaspaz]&,F olmak Uzere iki gruba ayrilir
(Franke vd 2003).

Hucrede apoptozis, d(ekstrinsik) yolaklar ve i¢ yolaklar (intrinsik)jarak bilinen
iki yolla indUklenir. Dg yolaklar aracikiyla apoptozun aktivasyonunda Ogive timor
nekroz faktor reseptdor (TNFR) ailesinden olan Feseptor ligandina (FasL), Fa
baglandiktan sonra reseptdr membranda dimerize olaktiflesir. Boylece reseptorin
stoplazmik kisminda yer alan bolgelerine prokaspdxslanir. Prokaspaz 8'in kendi
kendini kesmesi ile aktifien kaspaz 8, prokaspaz 3’0 keserek aktifie ve boylece

kaspaz kaskati ofturarak §ekil 2.1) hticreyi apoptozisestatir (Song vd 2006).
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—-Fas ligand

—— Adaptor

l Kendini kesme

Aktif
kaspaz-8

kaspazlar

Sekil 2.1 Fas reseptdr aradiliile apoptozisin uyariimasi (Cooper ve Hausman
2006)

I¢ yolakta ise Bcl-2 ailesi proteinlerinin proapdikdiyelerinin artsi veya p53’in
aktivitesi ile mitokondriden sitokrom c c¢#ki sonucu apoptotik aktivator faktér 1
peptidaz (Apaf-1) aktif hale gelir. Aktif Apaf-1,rgkaspaz-9'u aktif kaspaz 9 haline
getirir. Aktif kaspaz 9, prokaspaz 3'U aktifteerek kaspaz kaskatinin glnasina
(Sekil 2.2) dolayisiyla apoptozise neden olur (Sod@006).

Apoptozis surecinde Bcl-2 ailesi Uyelerinin ifadeten artisi ya da azaft 6nemlidir.
Ayrica Bad proapoptotik molekill fosforlagichda dger bad molekulerine Igganarak

mitokondri zarinda bad/bcl-2 heterodimer yapisiaail&kmamakta ve hiicre apoptozise
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ugrayamamaktadir. Birgcok kanser turiinde fosforlgnipad miktarinda agiolmaktadir.
(Web 6)

Hiicre Glum sinyali  =e——p-

. ’
Sitrokrom ¢

de—l! ailesi
® (yeleri

Apaf-1

Apoptozom ﬁ

)

Pro Kaspaz-3 Aktif Kaspaz-3

Sekil 2.2 Apoptozun mitokondriden sitokrom c¢ salinimi ildéie& edilmesi (Cooper

ve Hausman 2006)
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2.4 PISK/AKT/PTEN Yolagi

2.4.1 PI3K

Fosfoinositol 3 kinaz (PI3K), hicre ici lipid kindz (Chen vd 2009). PI3K,
katalitik ve dizenleyici olmak Uzere iki alt Unigsd olgan heterodimer bir proteindir
(Shukla vd 2007). PI3K hiicre zarinda yer almakté8inukla vd 2007). PI3K, blyume
faktoriinin bglandigl tirozin kinaz reseptorleri veya gir tirozin kinazlar tarafindan
aktiflesir (Jing ve Liu 2008). Aktif PI3K, Fosfoinositol (8) di fosfat'in (PI2P), inositol
halkasini 3" ucundan fosfatlayarak fosfoinosite,3,tri fosfat olgur (PI3P) (Engelman
vd 2006) Sekil 2.3). PI3 fosfat, fosfoinositol kamli protein kinaz 1 ve 2'yi (PDK1 ve
2) aktiflestirerek, protein kinaz B/ Akt'yi treonin 308. verse 473."den fosfatlar. Bu
sayede hicrenin yamsal olaylarini kontrol eden Akt'nin akti§lmesinde rol alir
(Shukla vd 2007). Hucreler, PI3K'In dizenleyici dlhitesinde siri ifade edilmesi
durumunda dier dizenleyici alt Unite ile dimerizasyon yapark#talitik alt Gnite ile
heterodimer yapi olturmasini inhibe eden kontrol mekanizmasina sah(ijtig ve Liu
2008). Ancak kanser hucrelerinde PI3K'in katalgik Gnitesi air ifade edilmektedir,
bununla birlikte PI3K’in dizenleyici alt Unitesieisnutasyona grayarak dimerizasyon
olusturamamaktadir (Jing ve Liu 2008). Bunun sonucurida sirekli olarak
heterodimer yap! olmaktadir. Ayrica PI3K, bircok kanser tiriinde tirozkinaz
resetdrlerinin mutasyonuna daghaplarak hicrede surekli aktif olarak bulunur @we
Liu 2008).

Bayiime
faktora

i (1

) {8

5) : - Bayitume faktorii
/ reseptord

Pl 3-kinaz

Sekil 2.3 P13 kinaz, fosfoinositol (4,5) di fosfati fosfayrak fosfoinositol (3,4,5)

tri fosfata dongitriir ve Akt aktivasyonuna aracilik eder.

PI3K’lar sinif 1, 2 ve 3 olmak Uzere u¢ siniftim® 1 kendi arasinda sinif 1A ve 1B
olmak lzere kendi icerisinde ikiye ayrilir. Sinh PI3K’lar reseptor trozin kinazlar
(RTKs) tarafindan aktiflgirir. Epidermal blyume faktor reseptéri (EGFRanibosit
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biyume faktori reseptérl (PDGFR), fibroblast buyUfaktor reseptoért (FGFR),
insulin benzeri buyime faktor 1 reseptort (IGF-1Rjerlokin reseptorleri, vaskuler
endotelyal buyume faktor reseptori (VEGFR), intenfie reseptorii ve integrin
reseptorinin dyesi oldu RTK’lar buyuk bir reseptor ailesidir (Jing ve LAD08). Sinif
1A p110 katalitik alt Gnite ve p85 regulasyonunglagan alt Unite olmak tzere 2 alt
Uniteden olgur (Jing ve Liu 2008). p110 katalitik alt Unite @egdimer yapidadir. p100
katalitik alt Gnitenin 3 izoformu bulunmaktadir. Bar p11@, p11@ ve pllQ@ olarak
bilinir ve sirasiyla PIK3CA, PIK3CB ve PIK3CD genleden kodlanirlar (Jing ve Liu
2008). p85 duzenleyici alt Unitesinin de 3 izoforbwlunur. Bunlar p8b, p83 ve p8Yy
olarak bilinir ve sirasiyla PIK3R1, PIK3R2 ve PIK3Renlerinden kodlanirlar. Ancak
PIK3R1, p55 ve p5® kisa izoformlarina sahiptir. Bu izoformlari altatifi splicing
mekanizmasi ile okmaktadir (Engelman vd 2006). Bu p85 alt Unitesiawformlari,
pl10 katalitik alt Gnite ile Gdandgl bolgede yanlardan iki tane SH2 (src homolojisi 2
ye sahip) domain icerir p85ve p8% izoformlari ise N terminal bdlgede yanlardan SH3
(src homolojisi 3’e sahip) ve BCR homolojisi (BHhsp bolge icerirler. Bu iki bélgede
prolince zengindir (Engelman vd 2006). p85 diuzenldydlgen SH2’si ile RTK’larin
fosfo-tirozin rezidulerine kdanir.

Sinif 1B, pl01l duzenleyici alt Unite ve p3OGatalitik alt Gniteden okan
heterodimer bir yapidadir. p1p8inif 1A’ da yer alan p110 ile homoloji géstefxger
dizenleyici alt Gnitesi p84 ve p87PIKAP olarak mlanmstir (Engelman vd 2006).

Sinif 2'de yer alan PI3K’larin ¢ izoformu vardBunlar PIK3C2, PIK3} ve
karacger spesifik PIK3@'dir. Bu sinif N terminal bélgesinde C2 domain iceBinif 2

PI3K’lar tirozin kinaz, sitokin reseptorleri ve adrinler tarafindan aktifigirilirler.

P13 Kinazlar sinif 1A hem RTK lar ile hem de G miaotiliskili reseptorler (GPCRS)
ile aktiflesebilmektedir Sekil 2.4).
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UL

P K

—

Class A PBK

Sekil 2.4 PI3K sinif 1A’nin aktifleme mekanizmasi

Sinif 1B dyeleri PI3 kinaz yalnizca GPCR’ler iletilesebilmektedir Sekil 2.5).
Bunun nedeni sinif 1b Gyelerinde p85 alt Unitesnadg icin RTKs ile etkilgime
girememeleridir.

G PROTEIN BAGLI
RESEPTORLER

Sekil 2.5 Sinif 1B’nin aktiflame mekanizmasi
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PI3 kinazlarin son sinifi olan 3. sinif Gyeleri reg@amisin aktiftitesinde rol alirlar
(Meng vd 2006)

Sinif 1 PI3K dyeleri RTKs veya GPCRs tarafindan fddandiktan sonra
fosfoinositol 4,5 di fosfatin (PI12P) D3 pozisyomaki inositol halkasina fosfat glar.
Bundan sonra fosfoinositol 3, 4, 5 tri fosfat (PI3fusur (Maehama ve Dixon 1998).
PI3P hicrede ikinci mesajci gibi hareket eder. RIBPen blyuk subsbrati protein

kinaz B olarak bilinen AKT proteinidir.

Yapilan bilimsel argtirmalarda, kanser hicrelerinde PI3K alt Uniteangb11@'nin
amplifikasyona (Meng vd 2006) ve somatik mutasyogradigl tespit edilmgtir (Meng
vd 2006). Somatik mutasyonlu PI3K literatirde PI3KGeya PIK3R1 olarak
gosterilmektedir. PISBKCA'nin delesyonu sonucu, ¢@8&lt Gnitesinin inhibisyonu
ortadan kalkarak surekli aktif PI3K haline gelmeaktgJing ve Liu 2008). Bu da kanser
hicrelerinde proliferasyonu artirmaktadir. PISKCAmatik mutasyonu, kolorektal
kanserlerde %40 (Meng vd 2006), glioblastomada %d2éng vd 2006), gastrik
kanserlerde %25 (Meng vd 2006), meme kanserler#nd8-40 (Samuels ve Ericson
2007), akager kanserlerinde (Samuels ve Ericson 2007), % pittedilmistir. PI3K’In
amplifikasyonu ise endometrium kanserlerinde, kdtanserlerinde, I6semi ve merkezi
sinir sistemi malign tumorlerinde tespit ediftm (Jing ve Liu 2008). PI3K'nin
mutasyonu yada delesyonu sonucu surekli aktif almigsorin prognozunu kott yonde
etkilemektedir.

2.4.2 AKT

Akt, protein kinaz B olarak da bilinen bir serirdnin kinazdir (Shukla vd 2007).
Akt'nin 3 izoformu vardir (Meng vd 2006). Bu izofatari Aktl, Akt2 ve Akt3 olarak
isimlendirilmistir. Akt ailesi merkez domaini serin ve treonin icB#eri substratlarina
sahip bir kinazdir. Akt'nin N terminal bolgesi pkkin homoloji boélgesi icererir
(Ferraro vd 2005). Bu domain lipid-protein veyatpm-protein etkisinden sorumludur
(Ferraro vd 2005). Akt'nin N terminal bélgesi intwdi bagl kinazi, PDK1 tarafindan
308.treonin aminoasitinden fosforlarkefekil 2.6), C terminal bdlgesi ise, PDK2

tarfindan 473. serin aminoasitinden fosforlaniré@id 2009). Bu ikinci fosforillenme
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ile Akt, hiicre zarindan ayrilarak stoplazmada ssrbiarak hareket edebilme yetgne

kazanir (Jing ve Liu 2007). Akt'nin 3 izoformu dgna bdlgelerden fosfatlaniSeékil
2.7).

BUYUME FAKTORU

Pl 3K PH domain

Akt
AKTIFLESIR
Akt
INAKTIF HUCRE PROLIFERASYONU
HUCRE YASAMI

Sekil 2.6 Akt fosforillenmesi

D2 C

480

Akt1 (PKBa) N

Akt2 (PKBB)  N-J

D222

481
A3 (PKBY) NI D22 C
ot t t

PH KiNaAzZ DI?ZE]\jLEYI‘Ci
: DOMAINI DOMAIN
domain

Sekil 2.7 Akt izoformlarinin fosforlanma bolgeleri
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Yasamsal protein olan Akt, karsinogenezin merkez dinyaticisidir. Akt,
apoptozisten kagu, proliferasyonu artirict ve hicre dongusu icirotpm sentezini
artirici etkisi ile tumoér buyimesi ve ilerlemesartirici etkiye sahiptir. Akt'nin birgcok
protein hedefi vardir. Bunlar, mTOR (rapamisininm&d hedef proteini), tuberin,
glikojen sentetaz kinaz 3 (GSK3) ve forkhead traipskyon faktorlerinin alt
uniteleridir (FOXO) (Samuels ve Ericson 2007).

Akt, murine double minute 2 (MDM2) proteinini 166e 186. aminoasitinden
fosfatlayarak p53 Un degragasyongramasini indukler (Knobbe vd 2002). Bu da
hicrenin  genom bekgisinin bloke olmasini dolayssiyhiicre doéngusu kontrol
noktasindan kontrolstiz olarak gecmesine neden Bilugekilde de Akt sayesinde bloke
olan p53 karsinogenezde hatali DNA ya sahip kahsgeresinin bolinmesine olanak

salamaktadir.

Akt, glikojen sentezini artirici etkisini ve hicraetabolizmasini dizenlemesini
FOXO ve GSK3 inhibisyonu ile gercektemektedir (Jing ve Liu 2008). Akt ayrica
FOXO inhibisyonu ile proapoptotik Bcl-2'yi inhibederken, anti apoptotik protein
BAD"I fosforlar (Jing ve Liu 2008). Bu fosforlanméad'in dger Bad'ler ile
birlesmesini indukler ve mitokondriye bad gini engeller. Akt, apoptotik yolaktaki
insan double minute 2 proteini (HMD2) aktiftemesi sonucu p53’ln degrage olmasina
neden olur. Ayrica Akt, nikleer faktor kappa B'niNF-kB) inhibitorinin kinazini
fosforlar. Fosfatlanan nukleer faktor kappa B’nivhibitorinin kinazi (IKK), nikleer
faktor kappa B’nin inhibitérint (IKB) fosfatlayaraiikimina neden olur. Boylece
nikleer faktér kappa B’nin aktivitesini indukler. UNleer faktor kappa B hedef
genlerinin transkripsiyonunu gerceftieir (Dey vd 2008). Bu yolla kanser hicreleri

apoptozise kar diren¢ kazanabilmektedirler.

Akt, G1-S fazi hicre dongusu inhibitérlerini FOXOolekulinli bloke ederek,
FOXO ligkili transkripsiyon faktérlerini inhibe etmekted{ding ve Liu 2008). Bu
bloklama ile p27 kip fosforlanarak inhibe olmaktalling ve Liu 2008). Ayrica Akt,
GSK3 inhibisyonu ile hiicre dongusu proteinlerindedyc ve siklin D1'i bloke ederek
hiicre dongusu Uzerine etki gosterir (Jing ve Li0&0 Bu sayede hiicrenin, kontrol

noktalarindan gecerek bolinebilmesine olangkasa
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Akt, protein sentezini de dizenler. Akt, Tuberkuskterozu 1 ve 2 (TSC1-2) inhibe
ederek Rheb’nin (Ras homolog enriched in brainiflakinesine olanak gar (Jing ve
Liu 2008). Aktiflesen mTOR (mammalian target of rapamycin) kompleksargotik
translasyon bdangic faktéu 4E, 4B ve 4A'nin ekspresyonlarini Gkigyerek Sekil
2.8) protein sentezini duzenler (Jing ve Liu 2008)

Akt, hiicre yagamsal olaylarinda anahtar molekuldir. Aktif Akt lvanda hicre
apoptozisten kacmakta ve kontrolstiz bélinebilmektd8iu da timor hicrelerinin
blylmesine, invazyonuna ve metastazina yol aca&ilema basamaktir. Deneysel
calismalar aktif akt variinda kemoterapi ile radyoterapiye diren¢c @aiou

gosterilmitir. Dolayisiyla Akt aktivitesi karsinogenezde 6rigtin.

Akt, alt siniflarinin ¢gitli kanser tiplerinde @ri ifade edildgi saptanmgtir. Ornesin,
akt-1 gastrik kanserlerde (Knobbe vd 2002), akt &ma kanserlerinde, yumurtalik
kanserlerinde ve pankreas kanserlerinde (Samuelrigson 2007), akt-3 kolorektal

kanserlerde (Samuels ve Ericson 20GTy #ade edilmektedir.

PI3K ve Akt karsinogenezde aktif olarak agresif d@n prognozu ile
ili skilendirilmistir. Bu yolagin negatif kontroli timoér stpresér gen olan PTEN

tarafindan diizenlenmektedir (Engelman vd 2006).
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Sekil 2.8 Fosfoinositol 3 fosfat kinaz/Akt yoa
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243 PTEN

PTEN (kromozom 10’dan fosfat ve tensin homolog sigd@lu Phosphatase and
Tensin homolog deleted from chorosorten)), MMACL1 (ileri ¢coklu kaner proteini
(Mutated inMultiple AdvencedCancer)) veya TEP1 (TGF-duzenleyici ve epitelyal
hiicre geniletici fosfataz TGF{ regulated andpitelial cell-enrichedPhosphatase))
olarak bilinen 10. kromozomun 10g23 bélgesinde bafubir tumoér baskilayici gendir
(Maehama ve Dixon 1998). PTEN’in bircok kanserrg®e ve genetik hastaliklarda
ifadesi kaybolmgtur (Strumane vd 2008).

Genetik hastaliklardan; Cowden’s hagialiHumartoma sendromu, Bannayan-
Riley-Ruvalcaba sendromu (Banana-Zonana sendrogamg polipozis sendromunun
bir alt tipi, Ihermitte-Duclos hast&l, Proteus ve Proteus sendromlart PTEN geninin
yokluguna b&li olarak ortaya ¢ikmaktadir (Knobbe vd 2002).

PTEN hem lipid fosfataz hem de protein fosfatazvitdsine sahip cift etkili bir
fosfatazdir (Knobbe vd 2002). Lipid fosfataz akigi protein fosfataz aktivitesinden
daha fazladir. PTEN hicre déngusinin kontrolindeljf@rasyonun kontroliinde ve

apoptoziste rol alan bir timdr baskilayici gendir.

Li ve arkadalari 1997 yilinda glioblastoma ve prostat kansartey homozigot
delesyona grayan 10923 kromozomunda PTEN genini tanim$éardir (Knobbe vd
2002). Ayni geni Steck ve arkaglr ileri kanserde coklu mutasyon MMACL1 geni
olarak tanimlamglarsa da (Knobbe vd 2002), bu gin insan genom @gsyonu

tarafindan bu gen PTEN olarak adlandiriimaktadir.

Insan PTEN geni 10. kromozom tizerinde 10023 béldesirkodlanan ve 9 ekzon
iceren gendir §ekil 2.9). Yaklgik 100 kb genomik uzunfiu vardir. Transkripsiyonel
bdlgesi -951. ve -925. nikleotid bélgesinderldra pozitif regilasyonu -1001 ve -427
nikleotid diziside rol alir (Knobbe vd 2002).

PTEN’in promotoru -947 ve -939 arasindaki GCGGCGGG@zisine Egrl

transkripsiyon faktort tarafindan indiuklenmesi IRTEN transkripsiyonu géar



23

(Knobbe vd 2002). PTEN promotoru, CpG dinukleotidigdniinden zengindir. Bu
yuzden DNA metilasyonu bu bdlgede ghaktadir (Knobbe vd 2002).

[ promotor bélgesi B Spl baglanma bélgesi
[ minimum promotor bélgesi p53 baglanma bolgesi
Egr-1 baglanma bélgesi

g translasyon baslama bélgesi
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inwon | inwron? inwron 3 intron 4 inron3 imtron & iatron 7 intron &
2B6kh 314kb 55kh 19kb 189kh  60kb 20kb 42kb

Sekil 2.9 PTEN gen Yapisi

PTEN C terminal bolgesi fosforilasyonu duzenleypmlin-glutamik asit, serin-
treonin gibi zengin sekanslara sahiptir ve PDZ {Steptik proteinPSD95/sap90,
Drosophila da tumor baskilayici gbig-A, hiicre bglanti proteiniZO-1) bdlgesini de
icerir (Knobbe vd 2002). PTEN'in mRNA sindan setgeen protein, 403 aminoasit
icerirken, molekuler @rligl ise 47 kDa dur. PTEN in N terminal bolgesi tensm
auxilin (Sekil 2.10) ile homoloji gosterir (Knobbe vd 2002).

PTEN’in kristal yapisi incelenginde fosfoinositol substrati ile protein fosfataz
yapisi benzerlik gdsterir. C terminal bolgesi kiéitalaktivite gostermez iken protein
stabilizasyonunu, yari 6mrini ve fonksiyonel akéyi dizenler ayrica lipid ganma
bdlgesi C2 domaini bu bdlgededir (Knobbe vd 200B) domain hicre zari ile
iliskilidir. PTEN in, 2 prolin, glutamik asit, serin \ieeonin aminoasitlerinden zengin
sekans iceren C terminal bdlgesi protein degragasyia ve stabilizasyonununda
etkilidir (Knobbe vd 2002).
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PDZ balanma bdlgesi, Postsnaptik protein PSD95/sap90sdpinila da timor
baskilayici gen DIg-A, hicre planti proteini ZO-1 iceren ¢ domaine sahiptir. PDZ
baglanma bolgesi 401-403 aminoasit icerir. PDZglaama bdlgesi protein protein
etkilesimi ile iliskilidir (Knobbe vd 2002). PDZ h@ganma bolgesine sahip PTEN,
Membran birlgik guanilat kinaz ailesinin tyeleri (MAGI) ve mikiigbul birlestirici
serin/treonin kinaz MAST2005 ile deskilidir (Knobbe vd 2002). MAGI proteinlerine
baglanan PTEN, Akt aktivasyonunu baskilar (Knobbe 062).

403 amino asitler >

F Y

(~47kDa)

B e S e u
. : PDZ baglanan
dual etkili fosfataz homolojisi baélge
[L AR LR R AL R
leatalitic  domain PEST ssekanslars
]

keatalitik merkez motifi C2 doman

tensin ve auxisilin homolojisi
Sekil 2.10PTEN protein yapisi ve gidi baglanma bélgeleri

PTEN, PI3P’In inositol halkasindaki 3 OH pozisyodaki fosfati §ekil 2.11)
defosforile eder (Maehama ve Dixon 1998), PI3K amtogonistidir. PIP3 hiicrede
ikinci mesajci bir molekuldir. Akt’'nin aktivasyonda énemli rol oynar. PIP3, Akt'nin
plazma zarina translokasyonunda rol alir. Akt'yDKA 308.treonin amino asidinden,
PDK2 ise 473.serin aminoasidinden fosfatlar. AnBdlk (PDK1linteracting fragment)
bagli PDK1, PDK2'ye gerek kalmadan 473.serin aminoasien Akt'yi fosfatlayabilir.
Gerek PDK1 gerekse PDK2, PIP3 tarafindan aktivirgg@ingelman vd 2006). PTEN,
fosfoinositol 3,4,5 tri fosfat'in 3'OH pozisyonurkigosfati defosforile ederek Akt'nin

membran lokalizasyonunu ve Akt'nin aktivitesini ind ederek dizenler.
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PTEN, yalnizca PIP3/Akt yogaile iliskili degildir. Birkag yolakta da etkisi vardir.
Ornesin; PTEN, MAPK (mitojen aktivite eden protein) skili integrin ve biyime
faktort yolainin aktivasyonunu da durdurur (Knobbe vd 2002)ERTayrica Shc ve
insulin reseptdr substrati 1 (IRS1) gibi adapt@teinleri de defosforile eder (Knobbe
vd 2002). Ayni zamanda fokal adezyon kinaz molekulide defosforile egini
gdsteren yayinlar mevcuttur (Tang vd 2006).

BUYUME ve YASAM
SINYALI

&

Sekil 2.11 Fosfoinositol 3 fosfatin PI3 kinaz tarafindan twdasyonu ve PTEN

tarafindan defosorilizasyonu

Literatire gore PTEN cDNA'sinin 129. aminoasitinodkaya GAA dizisinde
yapilan iki nokta mutasyonu PTEN aktivitesini olgaketkilemektedir. Buna gotre
PTEN G 129R yani 129. aminoasit glisin (GAA) yeriaginine (AGA) dongtiren
mutasyon katalitik olarak inaktif PTEN yaratir. FNE129E yani 129. aminoasit glisin

(GGA) yerine glutamik asite (GAA) dosiiiren mutasyon ise PTEN’in sadece lipid
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defosforilaz etkisinin kaybolmasina sebep olur (#@samy ve Srivastava 2002).
Dolayisi ile bu mutant PTEN formlari ataucilarin PTEN'’in etki mekanizmasinin

hangi yolak tGizerinden olgunu anlamalarina olanak@amaktadir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1 Hicreler ve Hiicre Kultird

Projede kullanilan NSCLC hicre dizisi PC14ofPDr. Jun Yokota'dan (Ulusal
Kanser Aratirma Merkezi, Tokyo/JAPONYA ) temin edilgtir (Sekil 3.1). Htcreler
%10 Fetal Calf Serum ve % 0,5’lik penisilin/steptsim iceren RPMI 1640 besi
ortaminda 37°C’de, %5 CQOve %95 nemli hava ortaminda inkiibe edstini Hlicre
kaltarinde kullanilan petri kaplari Greiner’den faradilmistir.

Sekil 3.1 Calsmizda kullanilan kiguk hucreli olmayan agkai kanser hicre dizisi
PC14’Un genel goruntusu.
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3.2 Transformasyon

Transformasyon igin 6ncelikl&kompotent bakteri hazirlanmasi gerekmektedir.
Kompotent bakteri hazirlanmasi i¢cin 250 ml LB dtéesi yeri icerisine stok JM109
E.coli syundan 100 ul konulmyuve bir gece 37° C calkamali su banyosunda inktbe
edilmistir. Ertesi gin 50 ml steril tliplere transfer eddle buz icerisinde 10 dk inkibe
edilmistir. Ardindan, 4000 rpm de 10 dk +4°C santrifijlied stipernetant atilrgive
pellet 10 ml steril 0,1 M Cagl(sqzuk) ile ¢ozunmittr. Tekrar 4000 rpm’de 10 dk
+4°C’de santrifllj edilip, stipernetant atijwe pellet 1 ml steril 0,1 M Cag(sazuk) ile
¢bzinmi ve boylece kompotent hale getirilen IM109 baleersteril ependorflara 100
ul olacaksekilde bélinerek daha sonra tranformasyon icinakulinak tizere —80 °C’de

saklanmgtir.

Transformasyon i¢in 100 pl kompotent baktérig vektor DNA steril ependorf
icerisine konularak buz icerisinde 30 dakika inkigzBlmistir. Ardindan 42°C’de 90
saniye ve 2 dakika buz icerisinde inkiibe edilentdydkr vektér DNA ile transforme
edilmislerdir. Ardindan bakterilerin Uzerine 900 pl SOCug8r Optimal Broth)
medyum konulmgive 37°C’de bir saat inklibe edilgtir. Bu islemden sonra transforme
bakteriler ml'de 50 pg ampisilin iceren kati besigane ekilerek bir gece 37°C’ de

inkiibe edilmg ve koloni olgumlari gézlenmtir.

3.3 Plazmidizolasyonu

Kati besiyerinden tek koloni ekimi ile alineansforme bakteriler, 250 ml steril LB
besi yerinde ekilerek bir gece calkalamali su baogpda 37°C de inkube edilgtir.
Inkiibasyon sonunda bakteriler, +4°C’de 15 dakika0O5fm’de santrifiij edilnsir.
Plazmid izolasyonu icin, QIAprep maxi prep plaznidlasyon kiti kullaniimgtir. Bu
kitin P1 (50 mM Tris —HCL pH:8, 10mM EDTA, 100 pg//®NAaz) tamponundan 10
ml konularak bakteri pelleti ¢c6zungtiir. Daha sonra P2 (200 mM NaOH, %1 SDS)
tamponundan 10 ml ilave edilip 4-6 keg@-yukari yapilarak kastirilarak bakteriler 5
dakika oda Isisinda inkiibe edifnie bakterileri lize edilmesi ganmstir. inkiibasyon
suresini sonunda +4°C’deki P3 (3 M Potasyum Asphiit 5,5) tamponundan 10 ml
ilave edilip, Q filtresine dokulmgitr. Bakteri lizati Q filtresi icerisinde 10 dakika
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inkiibe edilmgtir. Inkiibasyon sirasinda 50 ml tiiplerin tizerine Q miplertyerlastirilip,
10 ml QBT (750 mM MOPS pH: 7 %1iSopropanol, % 0,15 Triton- X- 100) tamponu
konularak kartuj dengelenerek hazir hale getigtimiinkiibasyon stiresinin sonunda Q
filtresi icerisindeki bakteri icegi piston yardimiyla Q maxi tipin icerisine aktariktar.

Q maxi tipin icerisindeki bakteri lizati yer cekinatkisiyle akmgtir. Bu islemin
ardindan Gzerine 60 ml QC (1M NaCl, 50 mM MOPS pH:%15 isopropanol)
tamponu konulmgtur. Bu tampon da Q maxi tipten gectikten sonram@xi tipin
altindaki 50 ml’lik tip yerine yeni tip konulmgtwur ve QF ( 1,25 M NaCl, 50 mM Tris-
HCI pH: 8,5 % 25sopropanol) tamponundan 15 ml tipin tizerine dokigtinii Q maxi
tipten gecen QF tamponun Uzerine 10,5 ml izopragkbl ilave edilmgtir ve oda
Isisinda 5 dakika inkibe edilgtir. Ardindan 30 ml'lik enjektore cekilen sivi Qiag
filtreden gecirilmgtir. Qiagen filtreden 5 ml’lik enjektér yardimiyl2 ml etanol
cekilerek filtreden gegcirilngtir. Enjektortn filtre takiliyken asla geri cekilmesi
gerekmektedir. Bu ylzden enjektor filtre takiliykgari cekmeden, alkol ve hava ile
kurutulmuwtur. Daha sonra 1 ml TE (20 mM Tris-HCI pH:8, 1 nlRDTA) tamponu,
Qiagen filtreden 4 kez tekrar gecirilip steril ederflara aktarilarak, plazmit elde

edilmistir.

3.4 Agaroz Jel Hazirlanmasi

% 0,7 lik agaroz jel hazirlamak icin 0,350agiaroz tartilip, 50 ml Tris Asetat EDTA
tamponu (TAE) (40 mM tris-base, 20 mM Asetik asit, MM EDTA) icerisinde
mikrodalgada c¢ozulmsiir. Uzerine 3 pl Ethidium Bromide (Et-Br) ilave iledek,
agaroz jel tepsisine dokulgtr. Kuyucuklara numuneler yikleme tamponu (sigitea)
yuklenmg ve bir kuyucga DNA molekiler weight marker konulrgtur. TAE tamponu
icerisinde DNA'lar 80 volt'da 30 dakika yurutilntiir. Orneklerin goriintileri jel
goruntileme cihazi (UVITEC) Uzerinden bilgisayaksaalmistir (Sekil 3.2)
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Sekil 3.2 Plazmid izolasyonundan sonra elde edilaampidlerin goérunttsi

3.5 Plazmidlerin Kalici Transfeksiyon Yontemi ile 214 Hucrelerine Aktariimasi

Arastirmada kullanilan ekspresyon vektorleri “TETON” stem vektorleridir
(Invitrogen). Bu vektor sistemleri, klonlanan gerlspresyonunun hiicre iginde sadece
tetrasiklin ilavesi ile gercekienesine olanak gtamaktadir. Ayrica bu vektor
sistemleri argtirici tarafindan timoér baskilayici gen ekspresyom fonksiyon
calismalarinin istenilen zamanda yapilmasina olanglkad&indan uygundur.

Calsmada kullanilan PTENwt, PTENG129R ve PTENG129E edsgmn vektorleri,
Do¢. Dr. Hakan AKCA tarafindan TUBAK 108S187 nolu proje kapsaminda
klonlanmstir. Bu b&lamda, bg vektor ()cDNATETON) ve PTENwt (o)cDNATETON-
PTENwt), PTEN GI129E (pcDNATETON-PTENG129E) ve PTENG129R
(pcDNATETON -PTEN G129R) ekspresyon vektorleri, PLhticrelerine FUGEN HD
(roche) transfeksiyon ajani kullanilarak kalicinsteksiyon yontemi ile 2 ug DNA
olacak sekilde transfekte edilrgiir. Transfeksiyon prosediri sagida kisaca
gosterilmektedir;
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PLAZM iD ADI 2 ug DNA igin OPTIMEM FUGEN
pc DNA 4 (0,375ug/ul) 5,27 pl 88,73 ul ue
Pten WT (0,337pg/ul) 5,93 ul 88,07 ul ui6
Pten R (0,492ug/ul) 4,06 pl 89,94 ul 6 ul
Pten E (0,278ug/ul) 7,19 pl 86,81 ul 6 ul

Plazmidlerin Kalici Transfeksiyon Yontemi iRC14 Hucrelerine Aktariimasi icin
Once optimem (invitrogen) besiyeri 37°C inkibe mmjtir. Ardindan steril
ependorflara yukaridaki miktarlarda konuknee sonra belirtilen miktardaki plazmitler
steril ependorflara konulngtur. Daha sonra, 3 kez pipetle kopurtmeden pipetaj
yapilmstir. Ardindan, transfeksiyon ajani olan fugen HDubilave edilip, 15 kez
pipetaj yapilmgtir. Daha sonra optimem-lipozom-plazmid kani 15 dakika oda
Isisinda inkiibe edilmgtir. inkiibasyonun ardindan plazmid iceren lipozomlar Zami
besiyeri iceren hicrelere damla damla aktastimiBu islemin ardindan 5 saat sonra
mevcut besiyeri uzak§arilarak, yeni tam besiyeri ile bir gece inklbeilmdstir.
Transfeksiyongleminden 24 saat sonra secilim ajanlari hicrelewinnd@u besiyerine
eklenmitir. Secilim ajanlari, blastosidin (invitrogen) 1 ml hesine 100 pg, zeosin
(invitrogen) 1 ml besiyerine 10 pug olacgékilde konularak seleksiyonu glanms ve

seleksiyona 26 gun devam edigtim.

3.6 Bradford Yontemi ile Protein Konsantrasyonlarinn Saptanmasi

Bradford Yontemi ile Protein Konsantrasyonlariisaptanmasi icin éncelikle stok
BSA hazirlanmasi gerekmektedir. Bunun igin ilk akar0,025 gram BSA (sigma)
tartilip, 2,5 mg/ml stok hazirlangtur. Ana stok 1:10 oraninda sulandirilip, 0,25 mig/m
(250ug/ml) BSA hazirlanmgtir. 250 pg/ml BSA'dan 2 ml alinmive lzerine 8 ml
distile su ilave edilip, 50 pg/ml BSA ara stok yapstir. 50 pg/ml BSA ara stoktan 1
ml alinip, Gzerine 4 ml distile sudan ilave ediler&0 pg/ml BSA hazirlanrgtir. 50
pg/ml BSA ara stoktan 3 ml alinip, Gzerine 3 mitiissudan ilave edilip, 25 pg/ml
BSA hazirlanmgtir. 250 pg/ml BSA stokundan 4 ml alinip, UzerinenBdistile sudan
konulup, sonug olarak 125 pg/ml BS#azirlanmgtir. Sonucta, 250 pg/ml BSA, 125
png/ml BSA, 50 ug/ml BSA, 25 pg/ml BSA 6, 10 ug/n®A8 stoklari elde edilngtir.
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Bradford yontemi uygulanirkensagidaki islemler sirasiyla yapilngtir. Protein
konsantrasyonlari saptanacak olan hicre lizatlanriul alinip, Gzerine 49%il distile
su steril ependorflara konultur (1:100 sulandirma). Daha sonra, 1:100 oraninda
sulandirilan hicre lizatindan §0 alinms, Uzerine 720ul distile su baka bir steril
ependorflara konulmyur (toplamda 1:1000 sulandirma). Kalibrasyon igawirlanan
BSA konsantrasyonlarindan 80 ul alinarak, uzer@@pul distile su steril ependorflara
konulmustur (toplamda 1:1000 sulandirma). Bu 6rneklerin riimee 200 pl Biorad
protein tayin kiti (Bioradinc.) soliisyonu (1:5 oraninda) konulgnve 15 dakika oda
Isisinda inkiibe edilngir. Inkiibasyon siresinin sonunda 6rnekler vortekslen8fek
kuyucuklu petrilere 20@il olacaksekilde konulmgtur. Ornekler, eliza reader (XL 808)
cihazinda 630 nm’de okunmtur. Standart BSA’lar ile okan grafgin egimi
kullanilarak, konsantrasyonagidaki formulle hesaplanmtir.

Konsantrasyon = (absorbangfen) X sulandirma katsayisi

3.7. SDS-PAGE ve Western Blot

Wild tip PTEN, PTENG129R, PTENG129E vesh@ktor kalici transfekte edilmi
PC 14 Hucreleri tripsinize edilerek, kontrol grube tetrasiklin grubu olmak tzere 10
cm petrikaplarina ekilngtir. Ertesi gun, tetrasiklin grubuna, TETON sistami
calismasi icin 2um/ml tetrasiklin ilave edilgtir. Kontrol grubuna ise tetrasiklin ilave
edilmemitir. Bu sekilde hicreler 37°C’de, %5 GQe %95 nemli hava iceren ortamda
24 saat inkube edilstir. Bu iki grup hticre protein 6zutleri RIPA (0.18olar NaCl, %
10 SDS, 0,05 molar tris-HCI pH: 7,65, % 1 NP-40%e€0,5 deoxycholate) tamponu
icerisinde toplanng; ornekler 12000 x g'de, 4C'de 3 dakika santrifiij edilerek
istenmeyen hicre artiklarinin  ortamdan uzgkidmasi sglanmstir. Toplanan
orneklerden 5’er mikrolitre farkli ependorf tipleabnms ve Biorad protein miktari
tayin kiti (Bioradinc.) kullanilarak bu 6rneklerin protein miktarlaaptanmgtir. Daha
sonra Orneklerden, mikrolitrede 50 mikrogram protelacak sekilde alinmgtir.
Bunlarin Uzerlerine protein yikleme boyasindan 0 (mM Tris-HCL (pH6.8), %12
betamerkaptoetanol, 2% SDS, 1% Bromofenol blue, 2@l¢éerol) 1:1 oraninda

eklenerek, drnekler 3.5 dakika 100°C’de kaynattmi Kaynatma gleminin hemen
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ardindan 10 mikrolitrelik otomatik pipet kullaniéd, ependorf tlp icindeki
ornekler %20-4 gradientli SDS jele (PIERCE) yuklegirre yurime tamponu ( Tris baz
0.1 M, Hepes 0,1 M, SDS 3 mM) ile 80 voltta 45 itakelektroforeze tabi tutulngtur.
Elektroforez sleminin ardindan proteinler transfer tamponu (20&anol, 50 mM Tris,
40 mM glisin ) icinde 4 °C'de 75 mAmp akimsiddetinde bir gece boyunca
immunobolin membran (Thermo) Uzerine transfer egim Bu islemden sonra
membran, %5'lik kuru st tozu iceren TBST (34 mMON&5 mM Tris-HCI pH:7,6 %1
Tween 20) cOzeltisi icinde oda sicgkhda 2 saat bloklangtir. Ardindan ayni
membran %5 kuru st iginde 1:5000 ( PTEN Santa Xrazl:50.000 (GAPDH Santa
Cruz) oranlarinda bulunan primer antikorlarla odzaldiginda 1 saatsaretlenmgtir.
Membran Uzerindeki spesifik proteinlerin primerikotlarla isaretlemesinin ardindan,
membran 1 saat TBST ile oda sicgkida yikanmgtir. Yikama gleminin bitmesiyle
membran primer antikorlarin immunoglobilinlerinergaspesifik olarak gedtiriimis
olan ve 1:10000 oraninda HRP (Horseradish Peroks8inta Cruz) I sekonder
antikor bulunduran %5 kuru sutli TBST cozeltisi rismde tekrar garetlenmgtir.
[saretleme oda sicakinda 1 saat vyapildiktan sonra, ECL (Enhanced
Chemiluminescence) soliisyonu (PIERCE) kullanilark&miliimines reaksiyonu
baslatilmis ve spesifik protein bantlari kemiliminesansa duyéim kullanilarak

karanlik odada belirlenntir.

3.8. Proliferasyonun Saptanmasi

Wild tip PTEN, PTENG129R, PTENG129E ves vektor kalici transfekte edilmi
PC 14 Hucreleri tripsinize edilerek sayifnikontrol grubu ve tetrasiklin grubu olmak
lizere 96 kuyucuklu petri kaplarina 1Xh@icre/ml olacalkekilde ekilmitir. Ertesi giin,
tetrasiklin grubuna, TETON sisteminin gahas! icin 2pm/ml tetrasiklin ilave
edilmistir. Kontrol grubuna ise tetrasiklin ilave edilmestim. Bu sekilde 37°C’de, %5
CO, ve %95 nemli hava iceren ortamda 96 saat inkibkenadi. inkilbasyon suresi
sonunda MTT kit (Roche firmasindan temin edgnj kullanilarak Formazan boya
rengi olwunca Qekil 3.3) 590 nm’'de eliza reader (XL 808) cihaz proliferasyon

saptanmytir.
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Sekil 3.3 MTT'nin ygayan hicrelerde formazan tuzu giumasi

3.9. Apoptosisin Belirlenmesi

PC 14 Hucreler (Wild tip PTEN, PTENG129R, RKEL29E ve beg vektor kalici
transfekte edilng) tripsinize edilerek sayilmgiir, kontrol grubu ve tetrasiklin grubu
olmak Uizere 25 chlik flasklara 1x18 hiicre/ml olacaksekilde ekilmitir. Tetrasiklin
grubuna, TETON sisteminin c¢ginasi ve PTEN ekspresyonununglsamasi igin
2um/ml tetrasiklin ilave edilngtir. Kontrol grubuna ise tetrasiklin ilave edilmesti.
Bu sekilde 37°C de %5 C£ %95 nemli hava iceren ortamda 96 saat inkUbenegdit.
Inkiibasyon siiresi sonunda Terminal Deoxynucleotitignsferase (TdT)-mediated
dUTP nick end labeling (TUNEL) testi uygulanardivitrogen) apoptotisize grayan
hiicreler belirlenmgtir (Sekil 3.4) .
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Antikorada mikoskoprta gSranmeaesini saglavacak
Pr=roksid=as subsutEatlan baglamar

Sekil 3.4 TUNEL testinin cajma prensibi
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3.10invazyonun Saptanmasi

Planlanan caimada PTEN’in hiicre invazyonuna etkisinin saptanngasiBioCoat
Matrigel Invasyon Chamber-invazyon odalari (BD <$iences, Clontech)
kullaniimistir. Bu invazyon odaciklarinin hicrelereglsaliklari 6zelsartlar sayesinde
“in vitro” kosullar altinda hucrelerin invaziv 0Ozellikleri sapgdmimektedir. Bu
invazyon odaciklari 8 mikron ¢apl porlar iceren tiembran ile ortaludur ve bu porlu
membran ayrica bir matrijel matrix ile kaplidir. Baatrigel matrix bazal membrann®
vitro” kosullarda olgturma imkani sglamaktadir. Bu membran sayesinde invaziv
Ozelligi olmayan hucrelerin membraningdr ylizeyine ge¢cmesi engellenmektedir. Bu
membrandan der ylize ancak invaziv hicreler gecebilmektedir.aydi ile matrijel
membran, invaziv olan ve olmayan hicrelerin birfden ayirabilme imkani

sunmaktadir

pc DNA 4 ve Stable PTEN ekspres edBTENwt (0)cDNATETON-PTEN), PTEN
G129E (pcDNATETON -PTEN G129E), PTEN G129R (pcDNATEN -PTEN
G129R)) PC14 hiicreleri, her invazyon odasinda LL@5lacak sekilde serum
icermeyen 0.5ml RPMI1640 icerisine konulgtur. Invazyon odaginin dsina ise, 0.75
ml %10 FBS iceren RPMI1640 konularak, invazyon ogiaen dsinin kemoatraktan
olmasi sglanmstir. Hicreler 24 saat 37C’'de CO2'li inkUibatorddiibe edilmstir.
Inkiibasyon saatinin sonunda invaziv Ozellikte oldicréler invazyon odaginin
membraninin @i ylzeyine gececeklerinden, invazyon ogaun icindeki besi yeri
uzaklgtinlmistir. Ayrica, i¢ yuzeyindeki htcreler “cell scaper” ile kazinarak
uzaklgtinlmistir. invaziv olan dy yuzeydeki hiicreler, énce 2 ml metanol ile fikse
edilmis, ardindan da 2 ml Toludine blue (%1) ile boyamiptellant ile lamel kapatilarak
kurutulmus ve mikroskop altinda hiicreler sayiftm. % Invazyon hesaplamak igin

asagidaki formul kullaniimstir.

matrijel matriks bazal migranindaki hiicre sayisi
% Invazyon = 180

Kontrol membranindakchgisayisi
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3.11. Odak Testi (Koloni Formasyon)

Oncelikle, PC 14 Hucreler (Wild tip PTEN, PNG129R, PTENG129E ve bo
vektor kalici transfekte edilg)i tripsinize edilerek sayilmgiir. Kontrol grubu ve
tetrasiklin grubu olmak tizere 10 cm'lik petri kaptea 1 x 16 hiicre/ml olacalgekilde
ekilmistir. Bir gruba sadece normal besiyerigel gruba ise tetrasiklin konrgtur (2
ug/ml). Tetrasiklin her gun hicrelere eklentimi Besiyeri, 2-3 gun icerisinde
degistirilmistir. 3 hafta sonra koloniler ojmustur. Koloniler, toluiden mauvisi

(boraks %1, toluiden mavisi %1) ile boyatm

Boyama glemi icin odncelikle hicrelerden besiyeri uzakialmistir. Ardindan,
hiicreler izotonik su ile yikangwe izotonik su uzakkrilip, ardindan 5 ml metanol ile
2 dakika inktbe edilerek fiksasyongtanmstir. Daha sonra, hicreler 2 ml toluiden
mawvisi iceren soluisyon ile 2 dakika boyagmae distile su ile iki ayr kapta yikanip
kurutulmutur. Ardindan dijital fotgraf makinesi (canon E1) ile kolonilerin f@@flar

cekilerek, koloniler sayilnstir.

3.12. Verilerin Degerlendiriimesi

Proliferasyon, apoptozis ve invazyon denegtign elde edilen sonuglar istatistiksel
analiz program olan SPSS'’in (Statistical Package tfee Social Sciences) 10.0
surimundeki igkilendirilmis orneklemler icin T testi (paired sample T test)
kullanilarak dgerlendirilmistir. Bu testler sayesinde gruplarimizin hem konkrein de
birbirleri arasindaki farkin istatistiksel olarak<@05 duzeyinde anlam stgip

tasimadgi test edilmgtir.
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4. BULGULAR

4.1 Transfekte Hucrelerin Segilimi

Insan NSCLC hiucre dizileri PC-14’ler, materyal vetohéisminda anlatilg gibi
tet6 ve tet4 vektor sistemleri ile birlikte trandfe edilmglerdir. Transfeksiyon
isleminden 24 saat sonra besiyerine blastosidin (@00} ve zeosin (10 pug/ml) ile
muamele edilerek seleksiyonaslzmmstir. Ug giinde bir besiyeri tazelenmek siiretiyle
seleksiyona 26 giin devam edigim. Transeksiyonsieminden 26 gin sonra pwektor,
PTENwt, PTENG129R ve PTENGI129E ifade @tti disundizgimuiz koloniler
belirmislerdir (Sekil 4.1). PTEN wt, PTENG129R ve PTENG129E transfeddilen PC
14 hucrelerinde PTEN ekspresyonunu tekrardan yangratmadiini anlayabilmek

icin western blot analizi yapilrtir.
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Pc Pten Wt 1 giin Pc14PtenR 1 gim Pc 14 Pten E 1 giin

+

PC 14 kontrol 1 giin Pc 14 tet4/6 1 gim

Pc 14 Pten R 12 giin Pc 14 Pten E 12 giin

PC 14 kontrol 12 giin

PC 14 kontrol 19 giin Pc 14 tetd/6 19 gin - Pc Pten Wi 19 giin  Pcl4PtenR 19 oiin Pc 14Pten E 19 giin
PC 14 kontrol 26 giin Pc 14 tetd/6 26 giin Pc Pten Wit 26 giin Pc 14 Pten R 26 giin Pc 14 Pten E 26 giin

Sekil 4.1 Bos vektor, PTEN wt, PTENG129R ve PTENG129E kalicnsfakte edilen PC14 hiicrelerinin Blastosidin veskede seleksiyonu
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4.2 Transfekte Hiicrelerde PTENifadesinin Gosterilmesi

Teton sistemi iki vektérden ajmaktadir. Bunlardan tet6 vektdrt blastosidin direng
geni tairken, tet4 vektdrl zeosin direng genjitaaktadir. Koloni secilimi, blastosidin
ve zeosin secilim markerlar ile gercedtiglmistir. PC 14 NSCLC hicre dizisine
transfekte etfiimiz tet6 vektorl, surekli olarak represor ifadenektedir (TetR). TetR,
tet4 vektorinin promotorunu baskilamaktadir. Buklyasortadan kaldirmak igin
hicreler tetrasiklin ile muamele edilir. TetragsiklTetR'a b&lanarak tet4 vektorinun
promotorunun baskilanmasini inhibe eder. Bu sayddelanan PTEN gen ifadesi
saglanir Sekil 4.2)

pcDNA™4/TO
5078 bp

TRARNSKRIPST¥OM | I I I

+ TETRASIKLIN

—J

TR: Represor

Sekil 4.2 TETON sisteminin cagma mekanizmasi

Bos vektor, PTENwt, PTENG129R ve PTENG129E transfektdilen PC14
hicrelerinden RIPA buffer ile elde edilen lizatlau hicrelerde PTEN ifadesinin
varhgini géstermek ve TETON sisteminin dizgin gplcalsmadgini anlamak amaci

ile western blot analizine tabi tutuldular.
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Bos vektor, PTENwt, PTENG129R ve PTENGI129E transfektilen PC 14
hiicreleri 2 pg/ml tetrasiklin ile muamele edilenaddimeyen iki gruba ayrilarak 24 saat

inkiibe edilmitir. Inkiibasyon sonrasi RIPA buffer ile hiicreler lizeldiigir. “Materyal

metod boélimde” anlatil@ gibi bradford yontemi ile protein miktari tayirditgdi. Bu
lizatlar, her well'de 100 pg protein olacajekilde SDS-jel (%4-20 gradientli)
elektroforezine tabi tutuldular (Tablo 4.1). EleKorez gleminin ardindan jeldeki

proteinler immunobolin blota transfer edildiler. PWe kagl yapilan saretleme

transfektant PC 14 hdcrelerinin  PTEN wt ve mutanila eksprese efiini

gostermektedir Sekil 4.3). Ayni sonu¢ bize PTEN ekpresyonun sadesteasiklin

varhigin da oldgunu da gosterir.

Tablo 4.1Hicre Protein OrnekleriniBDS-PAGE icin Hazirlanmasi

Protein 100 pg protein PBS (ul) 2X lamelli
Konsantrasyonu icin alinan lizat buffer (ul)
(Lg/ml) (W)
PC14 tet4/6 16,22 6,17 3,83 10
PC14  tet4/§ 19,32 517 4,83 10
tetrasiklin
PTEN wt 17,21 5,81 4,19 10
PTEN wt| 11,89 8,41 1,59 10
tetrasiklin
PTENG129R 15,14 6,61 3,39 10
PTENG129R | 11,96 8,36 1,64 10
tetrasiklin
PTENG129E 16,26 6,15 3,85 10
PTENG129E | 18,47 541 4,59 10
tetrasiklin
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PTENGI29E

PTENGI29E TET

PTENGI129R TET
PTENGI29R

PTEN WT TET
TEN WT

BOS VEKTOR TET

BOS VEKTOR

PTEN

GAPDH

Sekil 4.3 Bos vektor, PTENwt, PTENG129R ve PTENG129E transfekléen PC
14 hicrelerinin PTEN ve GAPDH ekspresyonlari

SDS-PAGE sirasinda protein o6rneklerin yuklenmesirtdga olup olmagini
gostermek icin membran Uzerinden PTEN antikoru lagaklarak (strip off) ayni
membran GAPDH antikoru ile tekragaretlenmgtir (Sekil 4.3). Bag vektor, PTENwt,
PTENG129R ve PTENG129E transfekte edInfiC 14 hicrelerinin hepsindeite
oranda GAPDH ifadesi olgu gosterilmsti. Bu da sonugta protein yuklemesinin
well’lere ssit miktarda yapildgini gosterir.

4.3. Tekrar Yaratilan PTEN Ifadesinin Hiicre invazyonuna Etkisi

Bos vektor, PTENwt, PTENG129R ve PTENGI129E transfe&thimis PC 14
hiicreleri, matrijel invazyon odaciklarina serunriigeyen besiyeri icerisinde 2,5 X“10
hiicre/ml olacaksekilde yerlgtiriimistir. invazyon odag@nin dsina ise %10 serum
(FBS) iceren besiyeri konulmtwr. Bu deney duzegede hucreler 37°C’de CLi
inkUbatérde 24 saat inkibe ediiherdir. Bu durumda invaziv karakterli hicreler
gecmilerdir. Matrijel matrikste bulunan dolayisiyla irara hicreler toludine mavisi
(%1) ile boyanarak mikroskop altinda 40X buyutmedsgiimslardir.
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Bos vektor transfekte edilen PC 14 hicrelerinin ortedainvazyon sayisi 31.6£2.5
hicre, PTENG129R transfekte edilen PC 14 hicretetalama invazyon sayisi
52.4+7.0 hicre, PTENG129E transfekte edilen PC drdberi ortalama invazyon
sayisi 47.848.1 hicre iken, PTEN wt transfekteesdiPC 14 hucrelerinde bu sayi

diserek invaziv hiicre sayisi 1.4+0.5 hiicre bulugtonu

Yuzde invazyonu hesaplayabilmek icin hicre migrasyoda saptamak
gerekmektedir. Bu sebeple BD Biosciences firmasind#antrol odaciklarl satin
alinmstir. Yuzde invazyon tespit edilmesi amaciyla invazyleneyinde kullanilan ayni
hiicreler, ayni ortam kallarinda 2,5 X 10 hiicre/ml hiicre olacakekilde kontrol
odaciklarina ekilmierdir. Bu deney dizegede hiicreler 37°C’de CQOi inkubatérde
24 saat inkube edilgierdir. Kontrol deneyi sonuclagu sekilde bulunmstur; Bos
vektor transfekte edilen PC 14 hucrelerinin kontsdacginin diger tarafina go¢ eden
hicrelerin ortalama sayisi 55+3.8 hlicre, PTENG128&hsfekte edilen PC 14
hicrelerinin kontrol odaginin diger tarafina goc eden hicrelerin ortalama sayisi
76.81£5.8 hiicre, PTENG129E transfekte edilen PC Uetdberinin kontrol odaginin
diger tarafina go¢ eden hicrelerin ortalama sayis6+A34 hicre iken, PTEN wt
transfekte edilen PC 14 hucrelerinin kontrol ogdaun diger tarafina go¢ eden

hiicrelerin ortalama sayisi 7.4+0.8 hiicre bulugtomu

Invazyon ve migrasyon deneylerinden elde edilen ganuaagidaki formdil

uygulanarak hucrelerin % invazyon hesaplandi.

matrijel matriks bazalmigranindaki hiicre sayisi
% Invazyon = 10

Kontrol membranindakchgisayisi

Buna gore hicrelerin % invazyonusbeektor transfekte edilen PC 14 hiicrelerinde
%57.451£12.7, PTENG129R transfekte edilen PC 14éiéiinde % 68.22+14.2,

PTENG129E transfekte edilen PC 14 hiicrelerinde 484:14.9 iken PTEN wt
transfekte edilen PC 14 huicrelerinde % 18.91+3&atl bulunmstur (Tablo 4.2),
(Sekil 4.4). Kalici transfekte edilen PC 14 PTEN wictelerinde ifade edilen PTEN
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geni, bg vektor transfekte edilen hicrelere oranla invazy®67+3.2 oraninda
baskilamaktadir (p<0,05).
Tablo 4.2 Hiicrelerin Kontrole Oranla Yiizdavazyon

Tet4-6 57.45+12.7
Pten Wt 18.91+3.2
Ptenl129R 68.22+14.2
Ptenl129E 64.94+14.9
80
70
60 |
_ T
E 50
i 40
30
20 S
10

|’_‘| T T T

letd-6
Pten Wt
Pten(r 1291

Pten(i129E

Sekil 4.4 Yeniden yaratilan PTEN ekspresyonunun hicre invaa akisi

4.4. PTENIfadesinin Proliferasyona Etkisi

Bos vektor, PTENwt, PTENG129R ve PTENGI129E transfektilen PC 14
hiicreleri, bglangictaki sayilari 1 X Tohiicre/ml olacakekilde 96 kuyucuklu petrilere
ekilmistir. PTEN wt ve mutantlarinin ifadelerinin PC 14chéierinin proliferasyona
etkisi mtt kit ile 0, 24, 48 ve 72. saatlerde oigugtir. Elde edilen verilerden 0. saatteki
Olcim ile dger saatteki dlcimler oranlanarak buyime indiuksiyaiigi elde edilmgtir
(Tablo 4.3).
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Sifirinci saate oranla hicre proliferasyonun kacak#igini saptamak amaci ile 24,
48 ve 72 saat mtt dlcimleri 0. saate oranlandi.l&@&ysifirinci saate oranla % hucre
proliferasyonu saptandi. Buna gore;s bektor transfekte edilen PC14 hicrelerinin 0,
24, 48 ve 72. saatteki 6lcumlerinin proliferasyomsclari sirasi ile 1+0.10; 1.26+0.12;
1.83+0.12 ve 1.71+0.05 iken PTENG129R transektdeel@r sirasi ile 1+0.07;
1.22+0.01; 1.49%0.01 ve 1.65+0.08 olarak bulustmu(Sekil 4.5), PTENG129E kalici
transfekte edilen PC 14 hucrelerinin 0, 24, 48 2e Saatteki proliferasyon sonuclari
siras! ile 1+0.01; 1.33+£0.01; 1.96+0.16 ve 2.0680ddarak bulunurkenSgkil 4.6)
PTEN wt kalici transfekte edilen PC 14 hicreleri@jr4, 48 ve 72. saatteki dlgiimleri
ise sirasl ile 1+0.03; 1.42+0.13; 1.11+0.01 ve 20643 olarak bulunmytur (Sekil 4.7).

Bu sonuclar ile yapilan istatistiksel gahada tim gruplar arasinda proliferasyon

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farkundmamytir (p=0,15; p>0,05).

Tablo 4.3Hiicrelerin Buyiiménduksiyon Orani

Blyume

Indiksiyon Orani |0 saat 24 saat 48 saat 72 saat
TET4/6 1+0,10 1,263003 +0,12 |1,839174 +0,12 |1,713021 + 0,05
PTEN WT 1+0,03 1,423629 £ 0,13 |1,118143+0,01 |1,64135+0,13
PTEN129R 1+0,07 1,227626 £ 0,01 |1,494964 +0,01 |1,657842 +0,08
PTEN129E 1+0,01 1,332885 + 0,01 |1,964558 + 0,16 |2,064154 + 0,08

It

—p Il
——Pren B

2 BUYUME INDUKSITYON ORANI

o 24 s 72 Saat

Sekil 4.5PTEN G129R ifadesinin PC 14 hiicre proliferasyonethési
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% BUYUME INDUKSIYON ORANI

Sekil 4.6 PTEN G129E ifadesinin PC 14 hicre proliferasyakéese

)

Tt
sl Pten wit

% BUYTUME INDURSIYON ORANI

=
L

. ‘ 24 ' 18 ' 72 Saat

Sekil 4.7 PTEN wt ifadesinin PC 14 hiicre proliferasyonasetk
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4.5 PTENIfadesinin Apoptozis Uzerine Etkisi

Bos vektdr, PTENwt, PTENG129R ve PTENG129E transfe&tbimis PC 14
hicrelerindeki PTEN ifadelerinin apoptozis Uzeringtkisi de argtiriimistir.
Baslangictaki sayilari 1x Ohiicre/ml olanbos vektor, PTENwt, PTENG129R ve
PTENG129E transfekte edilmiPC 14 hucreleri tetrasiklin ile muamele edilen ve
edilmeyen iki grup olgturularak 0, 24, 48 ve 72 saat inkiibe edjtini inkiibasyon
suresi sonunda Terminal deoxynucleotidyl transtei@T)-mediated dUTP nick end
labeling (TUNEL) testi uygulanarak apoptotisizé&rayan hiicreler belirlenstir (Sekil
4.8). Canli huicreler, apoptotik hiicrelere oranlakatizde apoptozis bulunsgtur.

normal hiicre

sﬁ: ﬂ@? / @“"’ ;- |

e B

Sekil 4.8 Apopt02|se grayan PC14 hicreleri kahverengi boyanirken, apag¢oz

Ih

wramayanlar mavi renkte boyanmaktadirlar

Bos vektor transfekte edilen PC 14 hicrelerinin 0, 28,ve 72. saatteki apoptotik
hiicre sayilari sirasi ile 1.2+0.7; 2.2+0.4; 3.2+@8 2.6+£0.7 olarak saptangtr.
Apoptotik olmayan normal hticre sayilari ise si@s271+44.6, 310+£10.8, 209+34.2 ve
352+35.4 olarak saptangtir. Apoptotik hdcrelerin normal hticrelere oranie is
%0.004+0.32; % 0.007+0.37; %0.015+0.30 ve %0.00Z@larak bulunmgiur (Tablo
4.4), Sekil 4.9).



a7

PTENG129R Kkalici transfekte edilen PC 14 hicreleri®, 24, 48 ve 72. saat
apoptotik hiicre sayilar sirasi ile 1+0.6; 2+0.£24D.4 ve 2.4+0.7 olarak saptargtm.
Apoptotik olmayan normal hiicre sayilarl ise siradg 172,4+33.8, 342+30.1,
236,2+35.5 ve 199+22.3 olarak saptagtmu Apoptotik htcrelerin normal hicrelere
orani ise %0.006%0.20; %0.005+0.27; %0.01+0.25 @0%/+58 olarak bulunngtur
(Sekil 4.9)

PTENG129E kalici transfekte edilen PC 14 hucreieri®, 24, 48 ve 72. saat
apoptotik hicre sayilari sirasi ile 1.2+0.3; 2.4+@.4+0.4 ve 3.6x1 olarak saptartm
Apoptotik olmayan normal hlcre sayilari ise sirasr 102+12.5; 192.4+22.9;
247.8+35.5 ve 245.6+22.3 olarak saptagimi Apoptotik hiicrelerin normal hlcrelere
orani ise %0.011+0.34; %0.012+0.87; %0.09+0.26 0e0%4+0.46 olarak bulunngtur
(Sekil 4.9).

PTEN wt kalici transfekte edilen PC 14 hucreleri@jr24, 48 ve 72. saat apoptotik
hiicre sayilari sirasi ile 1.2+0.4; 2.2+0.7; 3.2+@€l 8.8+2.3 olarak saptangtir.
Apoptotik olmayan hicre sayilarl ise sirasi ile .2@26.4; 307+22.3; 168.8+4 ve
264.2+33.8 olarak saptangtir. Apoptotik htcrelerin normal hicrelere orane ise
%0.004+0.14; %0.01+0.45; %0.02+0.42 ve %0.03+113%aé bulunmstur (Sekil 4.9).

Tablo 4.4Hucreleri Yizde Apoptozis Oranlari

0 saat 24 saat 48 saat 72 saat
TET4/6 0,00443+0.32 0,00709+0.37 0,01528+0.30 0,00739+0.27
PTEN WT 0,00487+0.14 0,01107+0.45 0,02370+0.42 0,03331+1.39
PTEN129R |0,00624%0.20 0,00585+0.27 0,01016+0.25 0,01709+0.58
PTEN129E |0,01176+0.34 0,01247+0.87 0,00969+0.26 0,01466x0.46




48

0,045
0,04
0,035
0.03
0,025

otetd-6
BPten wt
oPten K
= 0,02 oPten E
= 0,015 1

0,01 I

Apoptotozis

(1]
—
L

0,005 —

0 0 ' 37 T 48 ' 72 Saai
-0.003

Sekil 4.9 Bos vektor, PTENwt, PTEN G129E ve PTEN G129R trangadilen PC

14 hicrelerinin 0.-72. saatler arasinda apitdicre sayisinin normal hiicre

sayisina orani
4.6. PTENIfadesinin Koloni Formasyonu Uzerine Etkisi

Baslangictaki sayilari 1 X Ithiicre/ml olan bg vektdr, PTENwt, PTENG129R ve
PTENG129E transfekte edil;mnPC 14 hucreleri 10 cm c¢aplh petri kaplarina ekieB
hafta boyunca %10 serum (FBS) iceren besiyerind€'@@é CO2'li inkiibatorde inkiibe
edilmislerdir. Buttin hiicrelere 2 pg/ml tetrasiklin hergilave edilmitir. inkiibasyon
suresinin sonunda hucreler metanol ile fikse edilme toluiden blue boyasi ile
boyanarak PTEN ifadesinin koloni formasyonuna atkisnlamak icin 0,1 cm’den

blyuk koloniler sayilngtir (Sekil 4.10).

Bos vektor transfekte edilen PC 14 hicrelerinin kolsayisi ortalama 40,6+1.5 iken
PTENG129R transfekte edilen PC 14 hucreleri kolsalyisi ortalama 39%2.6,
PTENG129E transfekte edilen PC 14 hucreleri kogayiisi ortalama 402 ve PTEN wt
transfekte edilen PC 14 hicreleri koloni sayisili8g+1.5 olarak bulunngtur (Tablo
4.5), Sekil 4.11).

Sonug olarak, PTENG129R ve PTENG129E ifade edemelditn olyturduklar
koloni sayilari bg vektor transfekte edilenler kadar olurken PTENifadesinin PC 14
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hicrelerinin koloni olgturma yetengni yaklasik % 64 + 3,53 oraninda baskilgdi

saptanmytir (p<0,05).

Tablo 4.5Hucrelerin Olgturduklari Koloni Sayilari

Tet4-6 40.6+1.5
Pten wt 13.6%1.5
Pten129R 39+2.6
Pten129E 4012

Tetrasilklinii

Tetrasiklinsiz

Lpdos o=

Tetd-6 Pten Wit Pten 129R  Pten129E

Sekil 4.10Bos vektor, PTENwt, PTENG129R ve PTENG129E transfekidmis

PC 14 hucrelerinin koloni fofwaflari .

-+ T

e
B il
[ ] fe
=
= il
[—]
2 |

Tet4-6 Pten Wit Ptenl29oR Ptenl29E

Sekil 4.11Bos vektor, PTENwt, PTENG129R ve PTENG129E transfekiidmis

PC 14 hucrelerinin koloni sayilari .
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5. TARTISMA

Kicuk htcreli olmayan akger kanserlerinin birggunda PTEN geni delesyon veya
promotor metilasyonu sonucunda ifade edilememekt¢éNioro vd 2007). Bizim
calismamizda kullanggmiz kucgik hucreli olmayan ak@r kanser hicre dizisi
(NSCLC) PC 14 hucrelerinde PTEN geni promotoru heetdigi icin ifade
edilememektedir (Noro vd 2007). Atamamizda NSCLC hicresi dizisi PC 14
hiicrelerine PTEN wt, PTENG129R ve PTENG129kab& bir sekilde kalici olarak
transfekte edilnyi ve ifadesi western blot analizi ile gosterigtm (Bkz. Sekil 4.3).
Ayrica ayni sonu¢ TETON sisteminin desaall bir sekilde calstigini géstermektedir.
TETON sistemi sayesinde, tumor stpresor gen oldaNAm ifadesi 2 pg/ml tetrasiklin
muamelesi ile sdanirken ortamda tetrasiklin olma&anda ise ayni hicrelerde PTEN
ifade edilememektedir. Bu durum bize galamizda PTEN geninin isteginiz zaman

ifade edilebilmesine olanak @amistir.

Sonuclarimiza gore sadece PTEN wt transfekte edtl@hd hicrelerinde invazyon
kontrole oranla %67+3.2 baskilanirken, PTENG128FPYENG129E ifadesinin PC 14
hicrelerinin invazyona bir etkisi bulunmagm. Bu sonuc¢ bize PTEN’in PC14
hicrelerinin invazyonunu lipid fosfataz aktivitede baskiladgini gdstermektedir.
Cunku katalitik inaktif PTEN olan PTENG129R ve dpifosfataz etkisi olmayan
PTENG129E transfeksiyonlari hiicrelerin invazyonhaehangi bir etki yapmastir.

PTEN, hem lipid fosfataz hem de protein fosfatawitdsine sahip cift etkili bir
fosfatazdir (Knobbe vd 2002). PTEN lipid fosfat&tidtesi ile fosfoinositol (3,4,5) tri
fosfatin 3’ ucundaki fosfati defosforile ederekftmsositol (4,5) iki fosfata dongitrir
(Maehama ve Dixon 1998). PTEN Fosfoinositol 3 kinaantogonistidir. PTEN’in
protein fosfataz etkisi ise, fokal adezyon kinagiodforile eder (Tang vd 2006). PTEN
wt transfekte edilen PC 14 hicrelerinde ifade ediRTEN cift etkili fosfatazdir.
PTENG129E transfekte edilen PC 14 hucrelerindeeifattn PTENG129E sadece
protein fosfotaz aktivitesine sahip iken PTENG129fnsfekte edilen PC 14
hiicrelerinde ifade olan PTENG129R ise katalitik raka inaktiftir (Kandasamy ve
Srivastava 2002). Yani hem protein fosfataz henlipié fosfataz aktivesinden yoksun
PTENdir.
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PTEN geninin ifadesi lipid fosfataz etkisi ile fogfositol (3,4,5) tri fosfati defosforile
etmektedir (Maehama ve Dixon 1998). Fosfoinosi8t () tri fosfat, hiicrede Akt'nin
aktiflesmesine araci olur (Maehama ve Dixon 1998). Akidte Akt hiicrede yamsal
yolaklarda gorev almaktadir. Akt, nikleer faktdpga B’nin inhibitor kinazini (IKK)
fosfatlar, fosfatlanan IKK, nukleer faktor kappanBi inhibitérint fosfatlar (IKB) ve
fosfatlanan IKB nikleer faktér kappa B’'den ayrilaratoplazmada degrage olur.
IKB'nin degregasyonu sonucu nukleer faktor kappakBflesir. Transkripsiyon faktori
olan nikleer faktor kappa B bircok hedef genin ésidi sglamaktadir (Stephens vd
2005). Len Stephens vd (2005) yaptiklarsarmada nukleer faktor kappa B’nin ICAM
(htcrelerarasi hiicre adezyon molekuli) ifadesinigiaa neden oldgunu ve ICAM'da
hicrelerin integrine R@ganmasini sglayarak invazyonu tetikleyici etkisi ol@unu
gostermektedir. Bu c¢ama bizim sonuclarimizi destekler niteliktedir. Dok ile
PTEN ifadesi ile Akt fosforilasyonu bloke olmakta Mf-kB aktivasyonu dierek hicre

invazyonunu baskilanabilmektedir.

PTENwt, PTENG129R ve PTENGI129E transfekte edil®C 14 hicrelerinde
tekrardan yaratilan PTEN gen ekspresyonlarinin éhipcoliferasyonuna negatif veya
pozitif yonde herhangi bir etkisi olmaghr (Bkz. Sekil 4. 5-7).

PTEN gen ifadesinin glioma kanser hucrelerinin (ur vd 1998) ve NSCLC
hicrelerinin (Han vd 2008) proliferasyonuna neggtihde etki etfii gosterilse de
bizim sonuclarimiz bu ¢gmalar ile ayni dgrultuda dgildir. Literatirde Akt/MTOR,
Akt/FOXO yolaklari Gzerinden protein sentezindeisavie hiicre bélinmesine neden
olarak hicre proliferasyonunu induklgihi gosteren ¢cagmalar mevcuttur (Furnari vd
1998, Han vd 2008). Furnari vd (1998) PTEN geniRIFENG129R ve PTENG129E
mutantlari ile yapfii calsmada, bu gen ifadelerinin kontrole oranla prolifs@na
etkisinin olmadgini PTEN ifadesinin Akt'nin aktivasyonunu inhibe ezdk
proliferasyonu baskilagini gostermilerdir. Bu sonuc¢ bizim sonuclarimizia
ortismektedir. Ayrica PTEN ifadesinin proliferasyonaisithin olmamasi invazyonun

sitotoksik etkiden kaynaklanmayan bir mekanizmdadskilandiini da gostermektedir.

Fosfatlanan (aktif) Akt apoptozisten kggineden olmaktadir (Stephens vd 2005).
Ayni calsmalari destekler nitelikte PTEN gen ifadesinin leiytrapoptozise grattigini
rapor eden yayin mevcuttur (Han vd 2008). Ancaknbizalsmalarimizda 72 saat
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sonunda PTEN wt gen ifadesine sahip hicrelerdetaploiicre sayisi, ile lgovektor

ve mutant PTEN ifade eden hucreler arasinda cokikifarklar olsada bu fark
istatistiksel olarak anlamli d#dir (p:0,89, p>0,05) (Bkz.Sekil 25). Ancak bazi
calismalarda PTEN wt transfekte edilen hicrelerde apgito ancak radyoterapi
uygulamasi ile uyarilgh gosterilmgtir (Pappas vd 2007). Bu sonuglar bize PTEN
geninin tek bgina apoptozisi indiukleyemeiij ancak bgka yolaklarin da baskilanmasi
ile apoptozisin gercekebildigini dUstindUirmektedir. Furnari vd (1998) yapt
calismada PTEN wt, PTENG129R ve PTENGI129E transfektagietglioma
hiicrelerinde bu gen ifadelerinin apoptozisi indakéeligini rapor etmgtir. Bu calsma

bizim sonuclarimizi destekler niteliktedir.

PTENwt, PTENG129R ve PTENG129E transfekte edilRC 14 hiicrelerinde PTEN
gen ekspresyonunun koloni formasyonuna sadece PWEMNaskilamgtir. Katalitik
olarak inaktif PTEN olan PTENG129R'nin ifadesi veotein fosfataz etkili
PTENG129E'nin ifadesi hicrelerin koloni gturmasi Uzerine etkisinin olmamasi
hiicrelerin koloni olsturma yeteneklerinin baskilamasinin lipid fosfatgaaginin
PTEN tarafindan inhibisyonu ile olgunu gostermektedir. PTEN’in kanser hicrelerinin
koloni olwturma yetengini ve invazyonunu baskilamasi, metastazi da
baskilayabilecgni gosterir. Dolayisi ile PTEN'nin ifade kaybi kser hicrelerinde

metastatik fenotip kazandirabilir.

PTEN ifadesinin yoklgu prostat kanserlerinde kanser derecelendirmesita o
dereceli timdr durumdan, agresif (ileri derecdlin®ér olarak adlandiriimasina neden
olmaktadir (Shukla vd 2007). Karger kanseri (Nakaniski vd 2002), meme kanseri ve
meloma hucrelerinde (Lobo vd 2009) g@nacilarin yapmy olduklari, soft agar
deneylerinde PTEN ifadesinin agar ortaminda hugreleloni olusturma yeteneklerini
baskiladgl rapor edilmgtir. PTEN’in hicrelerin soft agarda koloni gturma
yeteneklerinin baskilamasini Akt inhibasyonu ve kBf-aktivitelerinin engellemesi
yoluyla olabilecgi disintulmektedir (Nakaniski vd 2002, Lobo vd 2009). i@ PTEN
transfekte edilen PC-3 prostat kanser hicrelerj@aestin vd 2001) Nf-kB aktivitesinin
distigl de rapor edilmgtir. AKT/NF-kB yolaginin kanserin invazyon, metastaz ve
anjiogenezinde rol alabilegmi gosteren yayinlar literatirde mevcuttur (Stephed
2005).
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PTEN gen ifadesinin hiucre goctunde baskilayici nphadgl da rapor edilngtir
(Heering vd 2009). PTEN gen ifadesinin fokal adeezymolekullerinin ve stres
fibrillerinin olusumunu sinirlady ve hicre gocuna baskiladibildirilmistir (Heering
vd 2009). Bu sonuclar bize timor baskilayici geanoPTEN'nin invazyon ve

metastazda rol alabilegiai acikga gostermektedir.

PTEN wt ifadesi, lipid fosfataz etkisi ile PI3P’ uhefosforilasyonu ve dolayisi ile
Akt'nin aktivasyonunu baskilamaktadir. Akt aktivasyinun baskilanmasi, Akt'nin
hedeflerinden Nf-kB’'nin aktivasyonunun baskilanmasi neden olur. Yapilan
calismalar Nf-kB’nin invazyon ve metastazda anahtar oghadgl gostermektedir
(Stephens vd 2005). PTEN, hucrelerde Akt'nin fdafanhasini inhibe ederek hiicrelerin
yasam ile 6lim arasindaki dengesini diizenler. PTENavhginda kanser hicrelerinde
invazyon ve metastaz baskilanmaktadir. PTEN yakida ise kanser hicresi agresif
karakter kazanmakta ve dolayisiyla invazyon ve stataile uzak yayilim yapmasinda
rol oynamaktadir (Stephens vd 2005).

Biz calsmamizda PTEN'nin, akger kanser hucresi olan PC 14 hucre dizisinde
koloni olusturma yetengni ve invazyonu baskilagini gosterdik. Tumor baskilayici
gen PTEN’in prostat kanserlerinde PI3K/Akt yailadan invazyonu baskilggi
bilinmektedir (Gustin vd 2001). Bizim catnamizda katalitik inaktif PTENG129R ve
protein defosfataz aktif PTENG129E kullanigtm. Bu iki mutant PTEN ifadesinin PC
14 hucrelerinin invazyon ve koloni glurma yeteneklerinin baskilanmasinda kontrol
hiicreleri ile ayni sonucu vergtir. Bu sonuc¢ ak@er kanserlerinde timor baskilayici
gen PTEN’nin, PI3K/Akt yolgindan invazyonu ve Kkoloni ojturma yetengini
baskiladgini gostermektedir. Dolayisi ile aker kanserlerinde PTEN ifadesinin
yoksun olmasi PI3K/Akt yolanin da devamli aktifignesine sebep olarak invazyonu
ve metastazi indikleyebilir.
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6. SONUC

Bu calgsmada kucik htcreli olmayan akger kanser hicresi PC14 hucrelerine
TETON sistemi ile bg vektor, PTEN wt, PTENG129R ve PTENG129E kalicraita
transfekte edilnstir. Ardindan hicrelerdeki PTEN ifadesi Westerntbjgntemi ile

gosterilmitir.

PTEN wt transfekte edilen PC 14 hicrelerinde ineaz@067+3.2 baskilanirken
katalitik olarak inaktif PTEN (PTENG129R transfekéglilen NSCLC hicreleri) ve
protein fosfataz aktif PTEN (PTENG129E transfekt8 QNLC hicreleri)’in ifadesinin
invazyon uzerine etkisi gbzlenmegtii. Bu sonu¢ PTEN’in invazyonu lipid fosfataz
etkisi ile baskiladiini gostermytir.

PTEN ifadesinin PC 14 hucrelerinde proliferasyon agoptozis Uzerine etkisi
gozlenmezken koloni formasyonunu sadece PTEN wdefmin baskilagh da

calismamizda gosterilngtir.

PTEN ifadesinin yoklgu kanser hicrelerine invaziv ve metastatik fenotip
kazandirmaktadir. Kanser hucrelerinin evrelemesirfdlEEN ifadesinin yoklgu
kanserin daha ileri evresine gege olanak sglamaktadir. Dolayisi ile tumor
ameliyatlari sonrasi tani kriterleri arasinda PTitadesinin incelenmesi gerekmektedir.
Tamor hicrelerinde PTEN ifadesinin yokly timorin invaziv ve metastatik karakter
de olmasina neden olur. Tumorin invaziv ve met&setkisinin olmasi tedavisini
degistirmektedir. Bu durumda kanser hucrelerinin gendefarinin varlgl yada

yokluguna gdre tumar evrelemesi yapilarak tedavi sttatepelirlenebilir.
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