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Önsöz 

Akciğer kanserinin bir tipi olan küçük hücreli dışı akciğer kanseri (NSCLC) oldukça 

agresif bir kanser türü olup çok kısa zamada ölüme neden olmaktadır. Kanser 

nedenli ölümlerin ana nedeni kanserin başlandığı organdan metastaz yolu ile diğer 

organlara yayılması ve organ işlev bozukluklarına neden olması şeklinde 

açıklanabilir. Metastazın ilk basmağı kanser hücrelerinin bazal laminaya 

invazyonudur. Dolayısı ile metastaz yapabilmek için hücrenin ilk olarak invaziv özellik 

kazanması gereklidir. NSCLC hücreleri oldukça invaziv hücrelerdir. Biz bu 

çalışmamızda NSCLC hücrelerinin tümor baskılayıcı gen PTEN ifade etmediklerini 

göstererek, bu hücrelerede kalıcı gen transfeksiyonu yöntemi ile yeniden yaratılan 

PTEN ifadesinin NSCLC hücrelerinin invazyonunu PI3K/AKT/NfkB yolağını 

baskılayarak inhibe ettiğini göstermiş olduk. Çalışmamızda, gen klonlaması “site 

directed mutagenesis” yöntemi ile PTEN inaktif mutantlarının yaratılması,  kalıcı ve 

geçici gen transfeksiyon yöntemi, gen reporter yöntemi gibi birçok moleküler biyolojik 

yöntem kullanılmıştır. Çalışmamız TUBITAK-SBAG grubu tarafından 108S187 nosu 

ile desteklenmiştir. Çalışmamıza verdiği destek için TUBITAK‟a teşekkürü bir borç 

biliriz. 
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Özet 

PTEN tümör baskılayıcı genin birçok akciğer kanser hücresinde inaktif olması sebebi 

ile biz bu çalışmada, PTEN inaktivasyonunun akciğer kanser hücrelerinin invazyonu 

ile ilişkisini araştırdık. Bu amaçla, ilk olarak PTEN-WT, katalitik olarak inaktif PTEN 

(G129R) ve lipid fosfataz özelliği inaktif PTEN (G129E) mutantları yönledirilmiş 

mutasyon yöntemi ile yaratılarak bir tetrasiklinle indüklenebilen vektor sistemi olan 

TETON‟ a klonlandı. Ardından PTENwt, PTEN-G129R ve PTEN-G129E ifadesi 

PTEN ifade etmediği tarafımızca gösterilen PC14 hücrelerinde kalıcı transfeksiyon 

yöntemi ile tekrar yaratıldı. Yeniden yaratılan PTEN wt ifadesi PC14 hücrelerinde 

AKT aktivasyonunun azalmasına ve NFkB transkripsiyonel aktivitesinin düşmesine 

neden olurken, katalitik olarak inaktif PTEN (G129R) ve lipid fosfataz inaktif PTEN 

(G129E) ifadelerinin aynı etkiyi göstermemesi PTEN inaktivasyonunun PC14 

hücrelerinde AKT/NFkB yolağının aktivitesine sebep olduğunu göstermektedir. 

Dahası, PTEN-wt aynı hücrelerde soft agarda anchorage bağımsız büyümeyi ve 

invazyonu baskılarken, PTENG129R ve PTENG129E‟ nin bu etkileri gösteremediği 

de saptandı. Sonuçlarımız PTEN invazyonu ile aktifleşen PI3K/AKT/NFkB yolağının 

akciğer kanser hücre invazyonunun arttırdığını ve PTEN‟in lipid fosfataz aktivitesinin 

bu süreçte anahtar rol oynadığını kuvvetli bir şekilde göstermektedir. Çalışmamızda 

ayrıca PTEN ifadesinin anti oksidant enzim aktivitesi üzerine etkileri de araştırılmıştır.  

 

 

Anahtar Kelimeler: PTEN, NSCLC, PI3K, AKT, NFkB, Antioksidant enzimler 
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Abstract 

PTEN is inactivated in a subset of lung cancer; therefore, we investigated the 

involvement of PTEN inactivation in invasiveness of lung cancer cells. AKT at Ser473 

was phosphorylated in several lung cancer cell lines with loss of PTEN expression. 

Therefore, we created a tetracycline inducible expression system of wild-type PTEN 

(PTEN-WT) as well as catalytically (PTEN-G129R) and lipid phosphatase (PTEN 

G129E) inactive PTEN mutants using the PC14 lung adenocarcinoma cell lines, in 

which endogenous PTEN expression was not detected by Western blot analysis. 

Induction of PTEN-WT reduced phosphorylation of AKT and inhibited the 

transcriptional activity of NFkB, whereas PTEN mutants did not, suggesting that 

PTEN inactivation results in the activation of the AKT/NFkB pathway in PC14 cells. 

Furthermore, overexpression of PTEN-WT suppressed anchorage independent 

growth in soft agar and reduced invasiveness in a trans-well chamber assay of PC14 

cells. Neither PTEN-G129R nor PTEN-G129E had suppressive effects on anchorage 

independent growth and invasiveness. Therefore, it was strongly indicated that 

activation of the PI3K/AKT/NFkB pathway by PTEN inactivation results in augmented 

invasiveness in lung cancer cells and lipid phosphatase activity of PTEN plays a key 

role in this process. In our study, the effects of PTEN on antioxidant enzyme activity 

also examined. 

 

Key Words: PTEN, NSCLC, PI3K, AKT, NFkB, Antioxidant enzymes 
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1. GiriĢ  

Akciğer kanseri, kanser sebepli ölümlerin başında gelmektedir (BUNN, 2001). 

Squamous hücre karsinomu, adeno karsinoma ve büyük hücre karsinomlarının 

tümünü kapsayan Küçük hücre dışı akciğer kanserleri (NSCLC) akciğer kanserlerinin 

%80‟ini oluşturmaktadır. Son 20 yılda cerrahi, kemoterapi ve radyo terapi 

alanlarındaki ilerlemelere rağmen Akciğer kanserinde 5- yıllık sağ kalım oranı sadece 

%15 dir (OKAMOTO ve ark., 2003). Akciğer kanserinin sebep olduğu ölüm, diğer 

solid malignansilerde olduğu gibi neredeyse tümüyle neoplastik hücrelerin bazal 

laminaya invazyonları ve primer tümörlerden uzak organ bölgelerine metastazlarının 

sonuçlarıdır. Bu sebeple akciğer kanser invazyon ve metastazıyla ilişkili genlerin/gen 

ürünlerinin anlaşılması oldukça önem taşır. İnvazyon ve Metastaz çeşitli gen 

ürünlerinin karıştığı kompleks olaylar dizisidir. Bu önemli olayların içerisinde; 

neoplastik hücrelerin primer tümörden ayrılması ve invasyonu, kan ve lenf sistemine 

girmesi, endotel hücrelere adezyon vasıtasıyla uzak bölgelere tutulması, 

angiogenezin indüksiyonu, hostun anti-tümör cevabından kaçma ve metastatik 

bölgelerde büyüme  (TOH ve ark., 1994 NICOLSON, 1988) yer almaktadır. Çeşitli 

genlerin expresyonlarının düzenlenmesinin de bu süreçte önemli olduğu 

düşünülmüştür (NICOLSON, 1991, MUSCHEL ve LIOTTA, 1988, CHAMBERS ve 

TUCK, 1993). Bununla beraber, bugüne kadar hiçbir kanser türünde kanser 

hücrelerinin metastatik olmayan fenotipten metastatik fenotipe dönüşürlerken hücre 

içerisinde meydana gelen değişikliklerden hangi genlerin hangi mutasyonlarının 

sorumlu olduğu ayrıntısıyla tespit edilememiştir. 1990 yılında Fearon ve Volgelstein 

ilk kez kolorektal kanser gelişimi için bir model önermişlerdir (FEARON ve 

VOLGELSTAIN, 1990). Bu araştırıcıların modelinde non-metastatik kanser 

hücrelerinin metastatik kanser hücrelerine dönüşürken meydana gelen fenotipik 

değişiklikler için önemli olan genetik değişiklikler belirlenememiştir. Bu modelden 

günümüze 16 yıl geçmesine rağmen sorumlu sinyal iletim yolları (yolaklar) 

hakkındaki bilgimiz oldukça azdır (SAHA ve ark., 2001).  
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2.Genel Bilgiler 

Hücre içersinde aktivite kazanan Fosfo İnozito 3 Fosfat Kinaz (PI3K) aktivite 

kazandıktan hemen sonra Akt kinazı aktif hale getirir. Aktifleşen Akt kinazın 

muhtemel iki hedefi vardır bunlardan birincisi mTOR aktivasyonuna sebep olup hücre 

çoğalmasını indüklemek (OZES ve ark., 2001) diğeri ise Akt kinazın belkide en 

önemli görevi olan NFkB aktivasyonuna neden olmasıdır (OZES ve ark., 1999). 

NFkB hücre içerisinde yaşamsal yolları gerçekleştiren hedef genlerinin aktivitesini 

indükleyerek; hücrelerin apoptosisten korunmasını, yada çeşitli mekanizmalar 

hayatta kalmalarına olanak tanınması (bir muhtemel mekanizma antioksidant enzim 

sisteminin aktifleştirilmesi) yada invazyon ve metastazının indüklenmesi olaylarına 

aracılık etmesi muhtemel görülmektedir. 

İnsan genomunda kromozom 10q23.3 bölgesinde lokalize olan 

PTEN/MMAC1/TEP-1 bir ikili/çift etkili spesifik fosfataz olarak tanımlanır (LIAW ve 

ark., 1997).  PTEN geninin gliomalarda, prostat, endometriyal, meme ve akciğer 

kanserlerinin büyük bir bölümünde %40-50 oranında mutasyona uğradığı 

saptanmıştır (LI ve ark., 1997, STECK ve ark., 1997, MAIER ve ark., 1999). PTEN 

geni knockout edilmiş fare fenotiplerinde  PTEN‟in normal gelişimde gerekli olduğu 

gösterilmiş ve tümör baskılayıcı rolü doğrulanmıştır (SUZUKI ve ark., 1998, DI 

CRISTOFANO ve ark., 1998, PODSYPANINA ve ark., 1999). Bir fosfataz olan PTEN 

inositol lipidleri defosforile eder. Bu özelliği PTEN‟in PI3-kinaz ve fofoinositol 3 fosfat 

yolağının tersine çalıştığını gösterir (STAMBOLIC ve ark., 1998, MYERS ve ark., 

1998, MAEHAMA & DIXON, 1998). 

Bir çok kanser türünde ve özellikle akciğer kanserlerinde PTEN tümör 

baskılayıcı geninin ya mutasyonlar sonucu yada promotor metillasyonu sonucunda 

ifadesini kaybettiğini biliyoruz. Dolayısı ile literatürde rapor edilmekte olan antioksidan 

enzim aktivitesinin akciğer kanserlerinde değişmesinin sebebi PTEN aktivite kaybı 

olabilir. 

Nükleer Faktör Kappa B (NFkB), inaktif halde iken stoplazmada Inhibitor of 

Kappa B (IkB)‟ler ile kompleks yapmış olarak bulunur IkB, NFkB‟nin nükleusa giriş 

dizisini örterek hücre çekirdeğine girmesini ve aktivitesini göstermesini engeller. 

NFkB‟nin aktivite kazanması için Akt kinazların IkB‟leri fosforlaması gerekir. 
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Fosforlanan IkB‟ler NFkB den ayrılırlar böylece nükleus giriş sinyal dizisi sayesinde 

nükleusa giren NFkB hücre çoğalması, anti-apoptotik metastatik ve antioksidan 

genlerin de içinde bulunduğu birçok hedef genin transkripsiyonunu indükleyebilir. 

Dolayısı ile NFkB hücre sağkalımı ve yaşamının devam ettirebilmesi için vazgeçilmez 

bir transkripsiyonel aktivatördür. 

Yukarıda bahsedildiği üzere NFkB hedeflerinden birisinin de antioksidan enzim 

genlerinin olması muhtemeldir. Anti oksidant enzimler hücre içerisinde oluşan ve 

hücrenin yaşamını olumsuz yönde etkileyen reaktif oksijen metabolitlerini tanıyıp 

onları hücreye zarar vermeden etkisiz hale getiren enzimlerdir. 

Reaktif oksijen metabolitleri (ROM) in vivo oksidasyon-redüksiyon reaksiyonları 

sonucunda meydana gelen, kısa ömürlü bileşiklerdir. Süperoksit anyonu (O2
-.) 

hücrede oluşan temel ROM‟dir ve moleküler oksijenin indirgenmesi sonucunda 

meydana gelir. Süperoksit anyonunun spontan veya enzimle katalizlenen 

dismutasyonu sonucunda hidrojen peroksit (H2O2) oluşur. 

Hücrede oluşan ROM‟nin sitotoksik etkisinin ortadan kaldırılabilmesi veya 

azaltılabilmesi antioksidan enzim sistemleri ile mümkün olabilmektedir (ASLAN ve 

ark., 2000). Bu enzimler, sitoplazmik, mitokondriyal ve ekstraselüler süperoksit 

dismutazlar (SOD), glutatyon peroksidaz, katalaz ve fagositik hücrelerde mevcut olan 

myeloperoksidaz enzim sistemleridir (Şekil 1.1). Hücrede oluşan H2O2, katalaz ve 

glutatyon peroksidaz enzimleri tarafından metabolize edilir. Fagositik hücreler‟de bu 

enzimlere ilave olarak myeloperoksidaz enzimi de H2O2 metabolizmasına katılır. 

Katalaz yapısında katalitik hem grubu içerir ve H2O2‟i su ve oksijen oluşturarak 

parçalar. Glutatyon peroksidaz (GPx) ise H2O2‟i redükte glutatyon (GSH) aracılığı ile 

parçalar 
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ġekil 1. 1 Antioksidan  Enzim  Sistemleri 

 

SOD enzimi homodimerik yapıda olan 32 kDa‟luk bir proteindir. Her 

subünitede bir adet bakır ve çinko molekülü içerir. Süperoksit dismutaz iki tane 

süperoksit anyonunu alarak hidrojen peroksit ve oksijen oluşturur (Şekil 1.2). 

Fizyolojik pH‟da bu enzim tarafından katalizlenen reaksiyonun hızı yaklaşık 2  109 

M-1 sec-1. Bu hız, süperoksit anyonunun spontan dismutasyonundan 104 kere daha 

hızlıdır (ASLAN ve ark., 2002)  

 

 

 

Şekil 1. 2 Süperoksit Dismutaz Enziminin Yapısı ve Fonksiyonu 

 

Kanser gelişimi ile antioksidant enzimlerin aktivite değişiklikleri arasında bir 

ilişki olabileceği şüphesizdir. Bu hipotezimizi son günlerde yayınlanan makaleler 

destekler niteliktedir. Örneğin CHEN ve ark. (2007), COX-2 ifadesinin artışı ile NFkB 

aktivasyonu arasında ilişki olabileceğini rapor etmiştir. SHARMA ve ark. (2006), 

akciğer kanser hücrelerine alfaclass GST izoenzimi hGSTAT-1 ile kalıcı transfekte 

ettiklerinde, bu hücrelerde lipid peroksidasyonunu önemli ölçüde baskılandığını ve 
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hücrelerin doksorubicin toksisitesine karşı direnç kazandıklarını rapor etmişlerdir. 

Literatürde rapor edilen bu çalışmalar bizi, akciğer kanser gelişimi üzerinde radikal 

süpürücü enzimlerin aktivitelerinin de rolü olabileceğini düşünmeye sevk etmiştir.  

Literatürde antioksidant enzimlerin Akt kinazın aktivitesinde rol oynadıkları ve 

apoptosisi düzenledikleri de sık sık rapor edilmiştir (KIM ve ark., 2007, LI ve ark., 

2006, GIELS 2006). Böyle bir ilişki olması kuvvetle muhtemeldir. Çünkü Akt 

aktivasyonunun NFkB aktivasyonuna ve apoptosisin baskılanmasına neden olduğu 

biz (OZES ve ark., 2001, GUSTIN ve ark., 2001, 2004) ve diğer araştırmacılar (NAIR 

ve ark., 2006; AHN, 2006) tarafından rapor edilmiştir. Ayrıca antioksidan enzim 

aktivite değişikliği ile invazyon ve metastaz arasında ilişki olabileceği de çeşitli 

araştırıcılar tarafından rapor edilmiştir (LIU ve ark., 1999, NISHIKAWA ve ark., 2002, 

HALLIWELL, 2007).  

Kanser hücrelerinde antioksidan enzim aktivitelerinin yükseldiği sıklıkla rapor 

edilmiştir. İlginç olarak antioksidan enzim aktivitelerinin malign tümör fenotipi ile 

invazyon ve  metastazın ilişkili olabileceği de öne sürülmüştür (NONAKA ve ark., 

1993, YOSHIZAKI ve ark., 1994, MONTE ve ark., 1997,). Akt aktivasyonu (KIM ve 

ark., 2001, GRILLE ve ark., 2003, YAGCI ve ark., 2004) ile antioksidan enzim 

aktivitesinin (SUH ve ark., 1999, YANG ve ark., 2001, ARNOLD ve ark., 2001, 

ARBISER ve ark., 2002) invaziv ve metastatik tümörlerde değiştiğinin rapor edilmesi 

bizi Akt kinaz, antioksidan enzimler ile  invazyon arasında bir ilişkinin olabileceğini 

düşünmeye itmiştir. Çünkü, Akt aktivasyonunun anchorage bağımsız çoğalma ile 

doğrudan ilişkili olabileceği düşünülmektedir (NAKANISHI ve ark., 2002). 

Fosforillenmiş Akt‟nin bir transkripsiyon faktörü olan NFkB‟nin transkripsiyonel 

aktivitesini arttırdığı gösterilmiştir (OZES ve ark., 1999). NFkB hücrelerin yaşamlarını 

sürdürebilmeleri için gerekli bir faktördür ve çeşitli hedef genlerin expresyonunu 

indükleyerek invazyon ve metastazı ilerletmesi mümkün olabilir. Örneğin, NFkB‟nin 

Kemokin reseptörünün ifadesini indükleyerek kanser hücrelerinin migrasyonunu, 

invazyonu ve metastazını ilerlettiği rapor edilmiştir (MBURU ve ark., 2006). NFkB 

hücre yaşamı için gerekli bir transkripsiyonel faktördür. Kanser hücreleri metastaz 

yapmak için çeşitli genlerin ifadesine ihtiyaç duyarlar. Bu sebeple ihtiyaç duyulan 

genlerin transkripsiyonlarını aktifleştirecek bir traskripsiyon faktörüne ihtiyaç olması 

muhtemeldir. Antioksidan enzimler hücreyi apoptosisten koruyorlar ve/veya 
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invazyonda da rol alıyorlar ise ifadelerinin NFkB tarafından düzenleniyor olması 

kuvvetle muhtemeldir. Ayrıca antioksidan enzim aktivitelerinin PI3K ile ilişkili 

olabileceği de farklı hücre tiplerinde gösterilmiştir(PAUL ve ark., 1997, SALH ve ark., 

1998, BHAT ve ark., 1998, CRUZ ve ark., 1999). 
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2.Gereç ve Yöntem 

2.1 PTENG129E ve PTENG129R Mutanlarının YönlendirilmiĢ Mutasyon 

Yöntemiyle Yaratılması 

PTEN G129R ve PTEN G129E mutantlarının yaratılması için stratagen‟in 

“yönlendirilmiş mutasyon” kiti kullanılacaktır. Bu kit kullanılarak hazırlanacak olan 2 

çift primer ile PTEN geninin iki mutantı yaratılmış olacaktır. Bu iş için kalıp olarak hızlı 

destek projemiz sayesinde klonlamayı başardığımız PTEN wt cDNA kullanılacaktır. 

Normal wt PTEN proteininde 129. amino asit olan glisini kodlayan kodon GGA dır.  

Glisini kodlayan bu kodon PTEN G129R mutasyonunda AGA dizisi ile değiştirilerek 

Arjinin amino asitine, PTEN G129E de ise GAA dizisi ile Glutamik asite tek baz 

değişikliği ile dönüştürülecektir. Yönlendirilmiş mutasyon yöntemiyle mutant PTEN 

genlerinin yaratılıp yaratılmadığı sekans analizi yardımıyla test edilmiştir. Sekans 

analizi ile doğrulanan PTEN wt ve mutant genleri daha sonra pcDNA 4 TETON 

vektörüne klonlanmıştırr. 

 

GGA -->AGA değişikliği yaptıracak primer seti; 

upper primer 

5' TGT AAA GCT GGA AAG A‟GA CGA ACT GGT GTA-3' 

Lower Primer 

5'-  TAC ACC AGT TCG TCT CTT TCC AGC TTT ACT-3' 

  

GGA-->GAA değişikliği yapacak primer seti 

upper primer 

5' TGT AAA GCT GGA AAG GAA CGA ACT GGT GTA-3' 

Lower Primer 

5'-  TAC ACC AGT TCG TTC CTT TCC AGC TTT ACA-3' 

 

2.2 PTEN, Akt, NFkB ile SOD ve GPx Ġfade ve Aktivitelerinin Belirlenmesi  

Çalışmamızda Akt aktivitesi Akt‟nin serin 473 den fosforlanmış formunu 

tanıyan antibody kullanılarak belirlenmiştir. Bu antibody sadece fosforile olmuş 

dolayısı ile aktif Akt miktarını bize gösterilmiştir. PTEN, SOD ve GPx ifadeleri ise yine 
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spesifik antibodyler kullanılarak western blot tekniği ile gösterilmiştir. SOD, Katalaz, 

GPx aktiviteleri spektrofotometrik kinetik analizler ile saptanmıştır. NFkB aktivitesi için 

EMSA ve lüsiferaz gen reporter sistem kullanılacak, SOD ve GPx ifade düzeyleri 

ayrıca RT-PCR ile de belirlenmiştir. 

 

2.3 SDS-PAGE ve Western Blot 

Hücre protein özütleri TRX-100 tamponu içerisinde toplanan, örnekler 12000 x 

g de 4 oC‟de 1 dakika santirfüj edilerek istenmeyen hücre artıklarının ortamdan 

uzaklaştırılması sağlandı. Toplanan örneklerden 1‟er mikrolitre farklı ependorf tüplere 

alınarak ve Biorad protein miktarı tayin kiti (Biorad inc.) kullanılarak bu örneklerin 

protein miktarları saptandı. Daha sonra örneklerden, mikrolitrede 100 mikrogram 

protein olacak şekilde alındı ve bunların üzerlerine protein yükleme boyasından da 

(1/1 oranda) eklenerek 3.5 dakika su banyosunda kaynatıldı. Kaynatma işleminin 

hemen ardından ependorf tüp içindeki örnekler 10 mikrolitrelik otomatik pipet 

kullanılarak %10‟luk SDS jele uygulandı ve elektroforeze tabii tutuldu. Elektroforez 

işleminin ardından proteinler transfer tamponu içinde 4 oC de 75 mAmp akım 

şiddetinde bir gece boyunca immünobolin membran üzerine transfer edildiler. Bu 

işlemden sonra membran, %5'lik kuru süt içeren PBST çözeltisi içinde oda 

sıcaklığında 2 saat bloklandı. Ardından aynı membran %5 kuru süt içinde 1:5000 

(Akt, p-Akt, PTEN, SOD, GPx ve katalaz için) ve 1:50.000 (GAPDH için) oranlarında 

bulunan primer antikorlarla oda sıcaklığında 1 saat işaretlendi. Membran üzerindeki 

spesifik proteinlerin primer antikorlarla işaretlemesinin ardından, membran 1 saat 

PBST ile oda sıcaklığında yıkandı. Yıkama işleminin bitmesiyle membran primer 

antikorların immünoglobilinlerine karşı spesifik olarak geliştirilmiş, 1:10000 oranında 

HRP (Horseradish Peroksidaz) bağlı sekonder antikor bulunduran %5 kuru sütlü 

PBST çözeltisi içerisinde tekrar işaretlendi. İşaretleme oda sıcaklığında 1 saat 

yapıldıktan sonra, ECL çözeltisi kullanılarak kemilümines reaksiyonu başlatıldı ve 

spesifik protein bantları kemilüminesansa duyarlı film kullanılarak belirlendi. 
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2.4 NFkB Aktivitesinin Belirlenmesi 

NFkB aktivitesi EMSA ve gen reporter sistem kullanılarak araştırılmıştır. Buna 

göre EMSA metodu için; Hücreler NFkB aktivite tayini için, 40 mM HEPES, pH 7.0, 

100 mM KCL, %1 Nonidet P-40, 1 mM dithiothreitol, 1 mM phenylmethysulfonyl 

fluoride, 1 mikrogram aprotinin, 1 mikrogram pepstatin A ve 1 mikrogram leupeptin 

çözeltisi içerisinde lizis edildiler ve bu lizattan 6 mikrogram protein izole edilerek 

Elektrophoretic mobility shift assays (EMSA) uygulandı.  Hücresel protein non 

radyoaktif olarak işaretlenmiş double strand kB probu 5‟-

GTTGAGGGACTTTCCCAGG-3‟ ile 1 X Tris-EDTA, 1 mM KCI, %10 gliserol, 1 mM 

dithiothreitol ve 1 mg/ml polydeoxycytosine-deoxyinosine içeren çözelti içerisinde 30 

dakika oda sıcaklığında reaksiyona bırakıldı. Ardından örnek %5 polyacrylamid jele 

yüklenerek elektroforez yapıldı. Elektroforez işleminin bitiminde jel PVDF membrana 

blotlandı ve oluşan DNA-protein kompleksi non-radyoakif detektion kit (PIERCE) 

kullanılarak tespit edildi. 

NFkB aktivitesinin tayinine yönelik yapılacak bir diğer metod ise lusiferaz 

aracılı gen reporter sistem kullanılarak yapılmıştır, bu yönteme için NFkB reporter 

vektörü Prof.Dr. David Donner‟dan alınmıştır (University of California,  USA). Dolayısı 

ile NFkB reporter vektörü PTEN wt ve mutantlarını ifade eden PC14 hücrelerine 

Fugen HD transfeksiyon reagentı kullanılarak aktarıldı ve daha sonra bu hücrelerdeki 

NFkB aktivitesi promega lüsiferaz detection kit kullanılarak luminometre yardımı ile 

belirlenmiştir. 

 

2.5. Antioksidan Enzimlerin Aktivite Tayini 

Deney gruplarından elde edilen hücreler proteaz inhibitör kokteyli içeren 

tampon içinde sonikasyonla lizise uğratıldıktan sonra santrifüj edilerek sitozolik 

fraksiyon eldesi sağlandı. Elde edilen süpernatantlarda katalaz, glutatyon peroksidaz 

ve speroksit dismutaz enzim aktivite tayini yapılmıştır. 
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2.5.1 Katalaz Enzim Aktivite Tayini 

Katalaz enziminin hem katalitik, hem de peroksidatik aktivitesi mevcuttur. 

Katalitik aktivite H2O2‟i moleküler oksijene ve suya çevirir. Peroksidatik aktivite ise 

düşük moleküler ağırlıklı alkolleri okside ederek su oluşturur (Şekil 2.1). 

 

 

ġekil 2. 1 Katalazın enzimatik aktivitesi 

 

  

Hidrojen peroksiti parçalayan enzim yalnızca katalaz değildir, ancak alifatik 

alkolleri substrat olarak kullanan tek enzim katalazdır. Bu sebeple, katalaz enzim 

düzeyleri tayin edilirken enzimin peroksidatik aktivitesine bakıldı. Ortama alkol 

olarak metanol konuldu ve oluşan formaldehid Purpald denilen bir kromojen ile 

reaksiyona sokularak renk oluşumu tayin edilmiştir (Şekil 2.2).  

 

 

ġekil 2. 2 Katalaz enzim aktivitesinin tayin yöntemi 

 

Katalaz enzim aktivitesinin hesaplanması oluşturulacak formaldehid standard 

eğrisiyle yapılır. Bir ünite katalaz aktivitesi, 1 dakikada olusan µmol formaldehid 

olarak hesap edilir. 

 

2.5.2 Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivite Tayini 

Glutatyon peroksidaz enzimi, H2O2 dahil tüm hidroperoksitlerin redüksiyonunu 

sağlar. Bu işlevi sırasında da redükte glutatyonu kullanır. Oluşan okside glutatyon, 

glutatyon redüktaz enzimi ile tekrar indirgenir. Bu indirgenme sırasında NADPH 

kullanılır ve NADP+ oluşur. NADPH‟nın reaksiyon ortamından kaybı 340 nm‟de 

2H2O2  
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O2 + 2H2O
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A + 2H2O
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absorbans azalmasına neden olur ve bu azalmanın miktarından GPx enzim aktivitesi 

tayin edilir (Şekil 2.3). 

 

ġekil 2. 3 Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinin tayin yöntemi 

 

Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinin hesaplanması, NADPH‟nın 340 

nm‟deki extinction coefficienti (0.00622 µM-1) değerinden yapılır. Bir ünite GPx 

aktivitesi, 1 dakikada kullanılan µmol NADPH olarak hesap edilir. 

 

2.5.3 Süperoksit Dismutaz Aktivite Tayini 

Süperoksit Dismutaz enzim aktivite tayini kompetatif inhibisyon yöntemine 

dayanmaktadır. Bu yöntemde, reaksiyon ortamında sürekli olarak süperoksit 

anyonu oluşturan ksantin oksidaz-hipoksantin sistemi mevcuttur. Bu sistemin açığa 

çıkardığı süperoksit anyonları reaksiyon ortamına ilave edilen kromojeni indirger ve 

450 nm‟de ölçülebilen renk oluşumuna neden olur (Şekil 2.4). Örneklerde ne kadar 

SOD enzimi varsa, renk oluşumu o kadar az olacaktır.  

 

 

ġekil 2. 4 SOD enzim aktivitesinin tayin yöntemi 

 

Örneklerdeki SOD enzim aktivitesinin hesaplanması, oluşturulacak SOD standard 

eğrisiyle yapılır. Bir ünite SOD aktivitesi, maksimum renk oluşumunu %50 inhibe 

eden SOD miktarı olarak kabul edilir. 
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2.5.4 Okside ve Redükte Glutatyon Miktarının ölçümü 

Hücre örneklerinde bulunan redükte glutatyon (GSH) 2 vinylpyridine ile 

konjuge edildi. Daha sonra ortama glutatyon redüktaz enzimi ilave edilip okside 

glutatyon (GSSG) GSH‟ya dönüştürüldü. GSH‟da bulunan sülfidril grubu 5‟,5‟-

dithiobis-2-nitrobenzoic asid ile (DTNB-Ellman reaktifi) reaksiyona sokularak sarı 

renkli 5-thio-2-nitrobenzoic acid (TNB) oluşturuldu ve bu reaksiyonun tümünde 

TNB‟nin oluşum miktarından GSSG‟nun total miktarı tayin edildi.  

2.5.5 Hidrojen Peroksit Ölçümü 

Hücre içi hidrojen peroksit düzeyleri katalaz enziminin aminotriyazol ile 

inhibisyon kinetigine bakılarak tayin edildi (Şekil 2.5). Katalaz enziminin inhibisyon 

hızı, ortamdaki hidrojen peroksit konsantrasyonu ile orantılı olacaktır. 

 

ġekil 2. 5 Hücre içi hidrojen peroksit ölçüm yöntemi 

 

Hücre içi hidrojen peroksit (H2O2) düzeylerinin ölçülmesi bu proje için önemli 

çünkü H2O2, NFkB yolağına direkt olarak etken bir madde. Antioksidan enzimler 

H2O2‟yi temizleyebilir ancak bu enzim seviyelerinin hücrede artmış veya azalmış 

olması hücre içi H2O2 miktarı hakkında direkt bilgi vermez, sadece yorum yaptırabilir. 

Bir antioksidan enzimin artması, o hücre içinde serbest oksijen metabolitlerinin 

miktarının az olması ile eş değer değil. Hücre içinde serbest oksijen metabolitlerinin 

artması sebebiyle de antioksidan enzim seviyeleri artabilir. Hem H2O2‟yi ölçmek hem 

de antioksidan enzim düzeylerine bakmak asıl olanı bizlere gösterecektir.  

 

2.6 Antioksidant Enzim Ġfadelerinin Belirlenmesi Semi-Kantitatif RT-PCR 
Yöntemi Ġle Yapılacaktır 

Tekrar yaratılan PTEN wt ve mutantlarının antioksidant enzimler SOD ve GPx 

ifadelerine olası etkilerini saptamak için PTENwt, PTENG129E, PTENG129R kalıcı 

transfekte edilen akciğer kanseri hücre dizilerinin mRNA‟ları Trizol yötemi ile 

İNAKTİF 

KATALAZ

Aminotriazol
KATALAZ + H2O2

İNAKTİF 

KATALAZ

Aminotriazol
KATALAZ + H2O2
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(CHOMCYZNSKI ve SACCI, 1987) izole edildikten sonra antioksidant enzim ifadeleri 

RT-PCR yöntemi ile kantite edildi. Bu amaçla literatür taranarak uygun primer dizisi 

saptanmış ve ayrıntısı aşağıda verilmiştir (SINHA, 2005). Kalıcı transfekte edilen 

hücrelerden her grubun mRNA‟sı ayrı ayrı izole edilip konsantrasyonu saptandıktan 

sonra, RT-PCR tek tüpte sentez yöntemiyle, ilk zincir cDNA sentezi Platinum Taq 

DNA Polimeraz kiti (Invitrogen) ile kitin manuelinin yönergelerine göre gerçekleştirildi. 

Ardından,  10 mM dNTP karışımı, 0,2mM aşağıda sekansları verilen primerler ile 

98oC/5 dak ilk denatürasyonu takiben 95oC 71 dak, SOD2 ve GPx için58oC/45sn, 

SOD1 için 60oC/45sn, 72oC/45sn 30 döngüde çoğaltıldı. İnternal reaksiyon kontrolü 

ve test bantlarının analizi için aktin geni mRNA‟sı kullanıldı. Ürünler %2 agaroz jel 

elektoroforezinde ayrımlandıktan sonra, jel dökümantasyon sistemi ile görüntülenip, 

bantların yoğunlukları imaj analiz programı ile belirlenecek ardından aktin mRNA 

seviyesi standart alınarak antioksidant enzim ifadelerindeki değişiklikler yorumlandı. 

 

(Zn-Cu)SOD1: 

F: 5‟-AGC GAG TTA TGG CGA CGA AG-3‟  

R: 5-„GGA TCG CCC AAT AAA CAT TCC C-3‟  

 

(Mn)SOD2:  

F: 5‟-ATA TCT AGA TAAGCC AGC ACT AGC AGC-3‟ 

R: 5‟-ATA TCT AGA GCA CAT CTT AGA AGA CAG GAC-3‟ 

 

(GPx) Glutatyon Peroksidaz: 

F: 5'-CCT TCT AGA ATT GCG CCA TGT GTG CTG-3' 

R: 5'-ATA TCT AGA GGA GGG GCG CCC TAG GC-3' 

 

Aktin: 

F: 5'-GCT CGT CGT CGA CAA CGG CTC-3' 

R: 5'-CAAACATGATCTGGGTCATCTTCTC-3' 
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2.7 Kalıcı Transfeksiyon Yoluyla PTEN Vektörlerinin Hücrelere Aktarımı  

2.7.1 PTEN cDNAların pcDNA4TETON Vektörüne Klonlanması 

Planlanan çalışmada kullanılacak vektör klonlanan genin ifadesinin tetrasiklin 

ile kontrol edilmesine olanak sağlayan TETON vektörüdür. Boş vektör multiple 

klonlama bölgesinde taşıdığı EcoRI restriksiyon enzimi kesim bölgesi kullanılarak 

kesilecek ve PTEN wt ile mutant genleride aynı enzimle kesildi. Restriksiyon 

endonükleaz kesimi 370C 16 saat olarak yapıldı ve 1 mikrogram DNA 1 Unite enzim 

kullanılarak kesildi. Kesimin doğrulanması %1 agaroz jel elektroforezinde yapıldı. 

Kesildiğine emin olunan insört PTEN cDNA‟ları ve vektör U.V. ışığı altında jelden 

bistürü ile kesilerek bir ependorf tüpe alındı ve hemen promega‟nın gelden DNA 

izolasyon kiti kullanılarak DNA‟lar izole edildiler. Daha sonra ligation reaksiyonunda 

vektörün kendi kendine kapanmasını (insört almadan) engellemek amacı ile vektör 

alkalen fosfataz enzimi (CIAP) ile aşağıda belirtildiği şekilde defosforile edildiler; 

 

4 mikrogram Vektör DNA  

20 Unit Calf Intestinal Alkaline Fosfataz 

5ml 10xAlkaline Fosfataz Buffer 

 

ve toplam hacim 50 mikro litreye Steril distile su kullanılarak tamamlandıktan sonra, 

370C de 30 dakika inkübe edilecek ardından enzimin inaktif hale getirilmesi için 750C 

de 10 dakika inkübe edilecektir. Ardından 2 kez fenol/kloroform (1:1) extraksiyonu 

yapılarak örneğe final konsantrasyon 150 mM olacak şekilde NaCl eklenecek ve 

üzerine örneğin 2.5 katı soğuk etanol konularak prespite edildi ve böylece 3‟fosfat 

grupları uzaklaştırılmış vektör DNA saf olarak elde edilmiştir. 

 

Defosforile edilen vektör spektrofotometrik olarak konsantrasyonu 

hesaplandıktan sonra vektör insört oranı 1 e 4 olacak şekilde PTEN wt, PTEN 

G129E, PTEN G129R için ayrı tüpler hazırlanacak ve bu tüplere; T4DNA ligaz + T4 

DNA ligaz 10x Buffer da ilave edilip total hacim 20 mikrolitreye steril distile su 

tamamlanıp 160C de 16 saat inkübe edilerek ligation reaksiyonun tamamlanması 

sağlanmıştır. 
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2.7.2 Transformasyon 

Ligation reaksiyonun bitmesinin ardından tüm örnek E.Colinin bir suşu olan 

JM109‟ a transformasyon yoluyla aktarılıp daha sonra plazmit izolasyonu yapıldı ve 

klonlamanın olup olmadığı klonlamada kullanılan EcoRI enzimi ile kesim yapılarak 

agaroz jel elektroforezinde test edildi. Buna göre klonlama gerçekleştiyse PTENwt, 

PTEN G129R ve PTEN G129E için restriksiyon endonükleaz kesimi sonucunda 5.3 

kb(vectör) ve 1.2 kb (PTEN cDNA) olmak üzere 2 bant verecektir. Ardından 

hazırlanan PTEN wt, PTEN G129R ve PTEN G129E ifade vektörleri tekrar sekans 

analizine gönderilerek klonlama sırasında herhangi bir mutasyon yaratılmadığı test 

edildi ve ifadesinin doğrulanması için kalıcı transfeksiyon yönteminden önce geçici 

transfeksiyon yöntemiyle PC14 hücrelerine FUGEN HD kullanılarak aktarıldı ve 

PTEN ifade vektörlerinin çalışıp çalışılmadığı da western blot yöntemiyle kontrol 

edildi. 

2.8 Ġnvazyonunun Belirlenmesi 

 Planlanan çalışmada PTEN‟in hücre invazyonuna etkisinin saptanması için 

BioCoat Matrigel Invasyon Chamber-invazyon odaları (BD Biosciences, Clontech) 

kullanıldı. Bu invazyon odacıklarının hücrelere sağladıkları özel şartlar sayesinde biz 

in vitro koşullar altında hücrelerin invaziv özelliklerini saptayabilmekteyiz. Bu 

invazyon odacıkları 8 mikron çaplı porlar içeren bir membran ile örtülüdür ve bu porlu 

membran ayrıca bir matrijel matrix ile kaplıdır. Bu matrigel matrix bize bazal 

membranı in vitro koşullarda oluşturma imkanı sağlar. Bu membran sayesinde 

invasiv özelliği olmayan hücrelerin membranın diğer yüzeyine geçmesi 

engellenmektedir. Bu membrandan diğer yüze ancak invaziv hücreler 

geçebilmektedir. Dolayısı ile matrijel membran bize invaziv ve invaziv olmayan 

hücrelerin birbirinden ayırabilme imkanı sunar. 

 Boş vektör ve stabil PTEN ifade eden PTENwt (pcDNATETON-Pten), PTEN 

G129E (pcDNATETON -PTEN G129E), PTEN G129R (pcDNATETON -PTEN 

G129R)) PC14 hücreleri her invazyon odasında 1.25x105 olacak şekilde invazyon 

odalarına ekildi üzerlerine 0.5ml RPMI1640 (serum içermeyen) konulurken invazyon 
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odacığının dışına 0.75 ml %10 FBS içeren RPMI1640 konuldu hücreler 24 saat 370C 

de CO2‟li inkübatörde inkübe edildiler.  İnkübasyon saatinin sonunda invaziv özellikte 

olan hücreler invazyon odacığının porlu olan membranının dış yüzeyine 

geçeceklerinden invazyon odacığının içindeki besi yeri uzaklaştırıldı ve ardından 

spatülle iç yüzeyindeki hücreler kazınıp atıldı. Dış yüzeydeki hücreler önce metanol 

ile fixe edildi, ardından da Toludine (%1) ile boyanıp, kurutuldu ve mikroskop altında 

invaziv hücreler sayıldı. 

2.9 Hücrelerin Soft Agarda Koloni OluĢturma Yeteneklerinin Belirlenmesi 

İnvazyon ve metastaz olaylarının erken aşamasında hücrelerin bulundukları 

veya tutundukları bölgeden ayrılmaları gelmektedir. Bu sebeple Invaziv 

kapasitelerinin belirlenmesinde bir diğer etkili metod “anchorage bağımsız”  büyüme 

yeteneklerinin saptanmasıdır. Bu yöntemde, kalıcı olarak pcDNATETON boş vektörü, 

PTENwt (pcDNATETON -PTEN), PTEN G129E (pcDNATETON -PTEN G129E), 

PTEN G129R (pcDNATETON -PTEN G129R) kalıcı transfekte edilen PC14 hücreleri 

aşağıda ayrıntılı şekilde anlatıldığı gibi hazırlanan olan soft agar içersinde büyümeye 

bırakıldı ve 3 hafta sonra hücrelerin oluşturdukları koloni sayısı tespit edildi. İki kat 

konsantre olarak hazırlanacak olan RPMI1640 besi ortamı ve %1.2 lik noble agar 

steril edildikten sonra agar ve besi ortamı 1:1 oranında karıştırılarak alt zemin agarın 

(%0.6 konsantrasyonunda) her wellde 1.5 ml olacak şekilde 6 well platelere döküldü 

ve donması beklendi. Bu aşamada üst tabaka agarın hazırlanması için hücreler 

tripsinize ederek ayrı ayrı sayıldı ve her gurup birbirinden ayrı 1x105 hücre/ml olacak 

şekilde steril tüpler içinde bekletildiler. Sayılan hücreler her deney grubu için 50 ml 

tüp içerisine, her örnekten 3 tekrarlı olacak şekilde 2ml 2x besi ortamı+1ml %1.2 

noble agar+0.6ml distile su+0.4 ml stok hücre konarak karıştırıldı ve 6 weller'de 

kurumuş olan alt tabaka agar üzerine ikinci tabaka olarak her welle 1ml döküldü. Bu 

şekilde hazırlanan hücreler 370C de %5 CO2 ve %95 nem içeren inkübatörde 3 hafta 

inkübe edildiler. İnkübasyon süresinin sonunda hücreler %1.5 glutaraldehit ve %0.06 

metilen mavisi içeren PBS içersinde fikse edilip boyanarak oluşturdukları koloni 

sayısı belirlendi. 

  



 24 

3.Bulgular 

3.1 YönlendirilmiĢ mutasyon Yöntemi Ġle Wt-PTEN cDNA’da PTENG129R ve 

PTENG129E Mutasyonların OluĢturulması 

PTEN, dual etkili (hem protein fosfataz hem de lipid fosfataz olmak üzere iki 

farklı etkisi olan) bir tümör baskılayıcı gen ürünüdür. Bu dual etkisinde 129. amino 

asitinin rolünün önemli olduğu rapor edilmiştir (MAYERS MP. ve ark., 1998, 

OKUMURA K. ve ark., 2005). Normalde wt PTEN proteinin 129. amino asiti glisindir 

(GGA) ve bu PTEN tümör supressör geninin hem lipid defosforilaz hem de protein 

defosforilaz etkisini göstermesine izin verir. 129. aminoasitin glutamik asit ile 

yerdeğiştirmesi (GAA) PTEN in lipid fosfataz aktivitesinin kaybına neden olup protein 

fosfataz aktivitesinin devamını sağlar (MAYERS ve ark., 1998). 129. amino asitin 

arjinine (AGA) dönüştürülmesi PTEN in hem protein fosfataz hem de lipid fosfataz 

aktivitesinin kaybına  neden olarak katalitik olarak inaktif PTEN yaratır (OKUMURA 

ve ark., 2005). Dolayısı ile dual etkili olan PTEN‟ in NSCLC daki invazyonu 

baskılayıcı etkisinin protein fosfataz etkisi ile mi, yoksa lipidfosfataz etkisi ile mi 

olduğunu anlamak amacıyla projemizde PTEN geninin iki mutantının oluşturulmasını 

amaçladık. Bu amaçla, Nokta mutasyonlarının oluşturulması için “genTailor Site-

Directed Mutagenesis System” (invitrogen) kullanılmıştır.  

Bu sistem kabaca şöyle çalışmaktadır: Kalıp olarak kullanılacak olan 

mutasyonu yapılacak olan cDNA‟yı ihtiva eden ifade vektörü ilk önce metilasyon 

reaksiyonuna tabi tutuluyor ve böylece metillenmesi sağlanıyor, ardından bu metilli 

vektör kalıp olarak kullanılarak, yaratılması istenilen nokta mutasyonunu taşıyan 

primerler ile PCR reaksiyonu gerçekleştiriliyor ve böylece istenilen mutasyonu ihtiva 

eden ifade vektörü PCR reaksiyonu sonucu sentezlenmiş oluyor. Dolayısı ile 

işlemlerin ardından kalıp olarak kullanılan ve wt cDNA„yı içeren vektör metillenmişken 

yeni sentezlenmiş ve istenilen mutasyonları taşıdığı düşünülen vektör metillenmemiş 

oluyor. Ardından tüm bu ürünler özel bir E.Coli suşu olan DH5alfa-T1‟e transforme 

edildiler. Bu suşun özelliği sahip olduğu “Mcr” ve “Mrr” restriksiyon enzimleri 

sayesinde metilenmiş olan DNA‟yı keserek metilli kalıp DNA‟nın yıkılmasına sebep 

vermeleridir. Dolayısı ile tüm PCR reaksiyonu bu DH5alfa-T1 E.Coli suşuna 

transformasyon yöntemi ile aktarıldığında tüp içinde az miktarda olan metilenmiş 
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kalıp wt cDNA‟yı taşıyan vektör bakteri enzimleri tarafından yıkıldığından ve sadece 

PCR reaksiyonu sayesinde oluşturulan metilsiz ifade vektörünün bakteride 

çoğaltılması sağlanmıştır.  

Biz bu yöntemle PTEN cDNA‟da G129R ve G129E mutasyonlarını yöntem 

bölümünde ayrıntılı olarak açıklandığı gibi klonladık. “Yönlendirilmiş mutasyon” 

reaksiyonları birbirinden bağımsız günlerde 3 tekrar olarak yapılmıştır. Bu deneyler 

sonucu elde edilen PCR ürünleri şekil 3.1‟de görülmektedir. 

 

 

ġekil 3. 1 Yönlendirilmiş mutasyonun yaratıldığı PCR reaksiyonu sonucu 

oluşan ürünler 

 

Şekil 3.1 de görülen pcr ürünleri (birbirinden bağımsız 3 farklı deney sonucu 

elde edilmişlerdir) DH5alfa-T1 E.Coli suşuna transforme edildiler. Bu suşun özelliği 

sahip olduğu Mcr ve Mrr restriksiyon enzimleri sayesinde metilenmiş olan DNA yı 

keserek metilli kalıp DNA‟nın yıkılmasına sebep vermeleridir. Dolayısı ile tüm PCR 

reaksiyonu bu DH5alfa-T1 E.Coli suşuna transformasyon yöntemi ile aktarıldığında 

tüp içinde az miktarda olan metilenmiş kalıp DNA yıkılacak ve PCR reaksiyonu 

sayesinde oluşturulan mutasyonu taşıyan DNA bakteride çoğaltılacaktır. İfade 

vektörümüzün amphisilin direnç geni taşıdığından dolayı transformasyon işleminden 

sonra DH5alfa-T1 E.Coli suşu amphisilin (50 mikrogarm/ml) içeren katı besi yerine 

yayma yöntemi ile ekilmiş ve 37OC‟de 18 saat inkübe edildiklerinde kolonilerin 

oluştuğu gözlenmiştir. Oluşan bu kolonilerin hangisinde bizim yarattığımız 

mutasyonun oluştuğunu saptamak amacı ile tek koloni yöntemi ile tek tek alınarak 

amphisinli (50 mikrogarm/ml) LB içersinde 370C de 24 saat çoğaltılan bakterilerden 

plazmit izolasyonu yapılmıştır (Şekil 3.2). 
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ġekil 3. 2 DH5alfa-T1 E.Coli suşundan izole edilen plazmitler. 

 

Dolayısı ile PTENG129R ve PTENG129E mutasyonları için 13‟er faklı koloniden 

izole edilen 26 farklı plazmit (Şekil 3.2) mutasyonun yaratılıp yaratılmadığını 

doğrulamak için DNA sekans analizine gönderilmiştir. DNA sekans analiz sonuçları 

G129R mutasyonunun R2 ve R11 isimli kolonilerde, G129E mutasyonunun ise E2 

isimli kolonide olduğunu doğrulamıştır (Şekil 3.3). 
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ġekil 3. 3 Yönlendirilmiş mutasyon reaksiyonu ile istenilen mutasyonların 

yaratıldığını gösteren DNA sekans analiz sonucu 

Dolayısı ile bu sonuçlar Projemizde yapmayı ön gördüğümüz PTEN G129R ve 

PTEN G129E mutasyonlarının yapıldığını açıkça göstermektedir.  

3.2 TETON Sistemine PTENcDNA’ların Klonlanması 

Bir önceki TÜBİTAK projemizde wt PTENcDNA‟sını klonladığımız ve bu proje 

çalışmalarımızda da kalıp olarak kullandığımız PTENwt pcDNA3.1 vektörü bir aşırı 

ifade vektörüdür. Dolayısı ile tümör baskılayıcı genlerin aşırı ifadesi hücre ölümüne 

sebep olabileceğinden gen transferi sonrası transfekte hücrelerin seçiliminde problem 

yaşanacağı öngörülerek bu çalışmamızda vektör sistemi olarak kültür ortamına 

tetrasiklin eklendiğinde klonlanan genin ifadesine izin veren TETON ifade vektör 



 28 

sistemi kullanılmıştır. Bu vektör sistemi pcDNA6/TR ve pcDNA 4/TO olmak üzere iki 

vektörden oluşmaktadır (Şekil 3.4). 

 

ġekil 3. 4 TETON sistem vektörleri iki vektörden oluşmakdatır. PcDNA6/TR devamlı 

bir represör ifadesi yaratır ve bu repressor pcDNA 4/TO vektörünün promotorunda 

yer alan bağlanma bölgesine bağlanarak promotor altına klonlanan genin ifadesine 

engel olur. Ortama tetrasiklin eklendiğinde ise tetrasiklin represöre bağlanır ve 

repressörün pcDNA 4/TO promotoruna bağlanmasını engelleyerek klonlanan genin 

ifadesine izin verir. 

 

Bir önceki TÜBİTAK projemiz kapsamında pcDNA3.1‟e klonlanan PTENwt bu 

çalışmalarımız kapsamında “Yönlendirilmiş mutasyon” reaksiyonunda kalıp olarak 

kullanıldığından dolayı wt ve G129E,G129R mutasyonlu PTEN cDNA‟ların tümü 

pcDNA3.1 vektörü üzerinde yer almıştır. Dolayısı ile bunların bu vektörden 

çıkartılarak TETON vektör sitemi taşıyıcı vektörü pcDNA4/TO vektörüne yeniden 
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klonlanmaları gerekmektedir. Buna göre ilk önce pcDNA3.1-PTENwt, R ve E 

plazmitleri EcoRI enzimi ile kesilerek PTENwt, R ve E cDNA‟ları izole edilecek 

bundan sonra bu cDNA‟lar ve bunların klonlanacağı pcDNA4/TO EcoRI ile kesilecek, 

ardından da pcDNA4/TO vektörüne PTENwt, R ve E cDNA‟ları ligation reaksiyonu ile 

takılacaktır. Bu klonlama stratejisini aşağıdaki şekilde görmektesiniz (Şekil 3.5).  

 

 

ġekil 3.5 pcDNA 3.1-PTENwt, pcDNA3.1-PTENR, pcDNA3.1-PTENE„lerden 

PTENcDNA‟larının çıkartılarak TETON sistem vektörü pcDNA4/TO vektörüne 

klonlanmaları  

37⁰C de 24 saat 
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Dolayısı ile pcDNA 3.1-PTENwt, pcDNA3.1-PTENR, pcDNA3.1-PTENE 

„lerden PTEN cDNA‟lar EcoRI enzimi ile 370C‟de (1mikrogram DNA, 1U EcoRI, 1x 

Buffer) kesilerek agaroz elektroforezinde cDNA‟ların vektörden ayrıldığı görülmüş 

(Şekil 3.6) ve ardından bu cDNA‟lar jelden kesilerek izole edilmiştir (Şekil 3.7).  

 

ġekil 3. 6 PTEN cDNA‟ların pcDNA vektörden çıkarılması 

 

ġekil 3. 7 PTENwt, R ve E cDNA‟ların jelden kesilerek izolasyonu 
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 Ardından jelden izole edilen PTENwt, G129R ve G129E cDNA‟ları “Promega 

jelden DNA ekstraksiyon kiti” kullanılarak saflaştırılmış ve agarozdan arındırılmıştır. 

Bu cDNA‟ların TETON sistem vektörlerinden pcDNA4/TO, vektörüne klonlanması 

amacı ile bu vektör ve jelden izole edilen PTENcDNA‟lar EcoRI enzimi ile 370C‟de 

(1mikrogram DNA, 1U EcoRI, 1x Buffer) kesilerek klonlama için gerekli 

komplementer sarkık uçların hem vektör hem de insörtlerde oluşturulması 

sağlanmıştır. Restriksiyon enzim kesim işleminin ardından pcDNA4/TO vektörünün 

insörtleri almadan kapanmasını engellemek amacı ile vektör Alkalen fosfataz enzimi 

ile 37oC de 12 saat defosfore ( 2 mikrogram Vektör DNA, 2U Alkalen fosfataz, 1x 

Buffer) edilmiştir. Bu sayede hazırlanan vektör ve PTENcDNA‟lar T4 DNAligaz enzimi 

ile 160C de 18 saat ligation reaksiyonuna (500ng defosforile edilmiş vektör, 1500ng 

PTENcDNA, 2U DNAT4Ligaz, 1x Ligaz Buffer) tabi tutulmuşlar ve ardından JM109 

kompotent bakterilere bu tüm ligation reaksiyon içerikleri TET4-PTENwt, TET4-

PTENG129R ve TET4-PTENG129E olarak işaretlenerek ısı şoku ile transforme 

edilmişlerdir. Transformasyon işleminin ardından bakteriler 50 mikrogram/ml amfisilin 

içeren katı besi yerlerine ekilmiş ve 370C de 24 saat inkübe edilmişlerdir. İnkübasyon 

süresinin sonunda beliren kolonilerden tek koloni ekim yöntemi ile bakteriler alınıp 

50mikrogram/ml amphisilin içeren sıvı LB içersinde çoğaltılmış ve kolonilerden 

plazmitler tek tek QIAGEN plazmit izolasyon kiti kullanılarak izole edilmiştir. 

Klonlamanın doğru bir şekilde gerçekleştiğini doğrulamak için kolonilerden izole 

edilen plazmitler klonlamada kullanılan EcoRI enzimi ile 37 0C‟de 24 saat kesilmiş ve 

süre sonunda reaksiyon ürünleri agaroz jel elektroforezine tabi tutulmuştur. Buradan 

beklenen klonlamanın gerçekleştiği kolonilerden izole edilen plazmitlerin EcoRI 

kesimi sonucu klonlanan vektörden insörtün ayrılması ile insört (PTENcDNA) ve 

vektörün iki ayrı bant olarak jelde belirmesidir.  

Bu amaçla, pcDNA4/TO-PTENwt ligation reaksiyonu transforme edilmiş 

bakterilerin bulunduğu petri kabından alınan 5 kolonide de klonlamanın gerçekleştiği 

ve pcDNA4/TO vektörüne PTENwt cDNA‟nın yerleştirildiği anlaşılmaktadır (Şekil 3.8) 
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ġekil 3. 8 EcoRI enzim kesiminin ardından seçilen beş kolonininde PTENwt ihtiva 
ettiği görülmektedir 

 

pcDNA4/TO-PTENG129E ligation reaksiyonu transforme edilmiş bakterilerin 

bulunduğu petri kabından alınan 6 kolonin 5 inde (6. Klon hariç) klonlamanın 

gerçekleştiği ve pcDNA4/TO vektörüne PTENG129E cDNA‟nın yerleştirildiği 

anlaşılmaktadır (Şekil 3.8). 

 

pcDNA4/TO-PTENR ligation reaksiyonu transforme edilmiş bakterilerin 

bulunduğu petri kabından alınan 7 koloniden 7‟sinde klonlamanın gerçekleştiği ve 

pcDNA4/TO vektörüne PTENG129R cDNA‟nın yerleştirildiği anlaşılmaktadır (Şekil 

3.9) 

 

ġekil 3. 9 EcoRI enzim kesiminin ardından PTENG129E için seçilen altı koloniden 5 

tanesinde (6. koloni hariç) klonlanmanın gerçekleştiği görülürken, PTENG129R için 

ise seçilen 7 kolonin tümünde klonlamanın gerçekleştiği görülmektedir. 
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Klonlamada tek restriksiyon enzimi, EcoR I, Kullandığımız için bu aşamada 

sorulacak soru PTENcDNA‟larının pcDNA4/TO vektörüne sens mi? anti sens 

istikametinde mi? girdiğidir. Dolayısı ile ifadesinin sağlanabilmesi için sens 

istikametinde (yani 5‟ 3‟ yönünde) klonlamanın gerçekleşmesinin şart olması 

sebebi ile bizim bu klonlarımızın PTENcDNA‟larını sens oryantasyonunda mı? Yoksa 

anti sens oryantasyonunda mı? İhtiva ettiğini anlamamız gerekmektedir. Klonlama 

oryantasyonunu anlayabilmemiz için klonlamada kullandığımız restriksiyon enzimini 

kullanamayız. Bunun için klonlama bölgesi dışında hem PTENcDNA hem de 

pcDNA4/TO vektör sekansı içersinde sadece 1 kesim bölgesi olan bir restiriksiyon 

enzimi bulmamız gerekmektedir. Dolayısı ile bu bulacağımız yeni enzim ile kesim 

yaptığımızda sens ve anti sens klonlamada restriksiyon enzim fragmentlerinin 

uzunlukları farklı olacağından klonlama oryantasyonunu belirleyebileceğiz. 

Bu sebeple PTENcDNA ve pcDNA4/TO vektör sekansları “Genetyx” 

programında restriksiyon enzim kesim bölgeleri açısından analiz edilerek 

programdan bu sekansları sadece bir bölgeden kesen restiriksiyon enzimi 

sorgulanmıştır. Analizlerimiz sonucu ScaI enziminin PTENcDNA ve pcDNA4/TO 

vektörünü birer bölgeden kestiği saptanmış ve oryantasyon saptamada bu enzimin 

kulanılması kararlaştırılmıştır (Şekil 3.10). 

 

 

ġekil 3. 10 PTENcDNA ve pcDNA4/TO vektörü üzerinde ScaI kesim Bölgeleri 
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Bu stratejiye göre PTEN cDNA sens (5‟-> 3‟) istikametinde vektöre 

klonlanmış ise ScaI enzimi kesimi sonucu oluşacak iki DNA fragmentinin  

uzunluğu: 

 

4636+(1210-950)=4886 

(6662-4636)+950=5002 

 

olması beklenirken, anti sens yönünde klonlma gerçekleşmis ise bu sefer ScaI enzimi 

kesim sonucu oluşacak fragmentlerin uzunlukları; 

 

4636+950= 5586 

(6662-4636)+(1210-950)=2286 olması beklenmektedir. 

 

Dolayısı ile pcDNA4/TO-PTENwt için 1-5 nolu kolonilerden, pcDNA4/TO-

PTENG129E için 1-5 nolu kolonilerden, pcDNA4/TO-PTENG129R için ise 1-7 nolu 

kolonilerden izole edilen plazmitler bu sefer ScaI restriksiyon enzimi ile kesilerek 

agaroz jel elektroforezine tabi tutulmuş ve oluşan DNA fragmentleri analiz edilerek 

sens oryantasyonda klonlamanın olduğu koloniler PTENwt,R ve E mutantları için 

belirlenmeye çalışılmıştır. Bu deney sonuçlarına göre, pcDNA4/TO-PTENwt 

klonlaması için sadece 2 numaralı kolonide klonlamanın sens istikametinde olduğu 

saptanırken (Şekil 3.11), pcDNA4/TO-PTENG129E için 1, 2 ve 5 nolu kolonilerde, 

pcDNA4/TO-PTENR için ise 3, 5 ve 7 nolu kolonilerde klonlamanın sens istikamette 

gerçekleştiği saptanmıştır (Şekil 3.12). Dolayısı ile bundan sonra yapacağımız PC14 

hücrelerine gen transfeksiyonu deneylerinde bu klonlardan izole ettiğimiz plazmitler 

kullanılmıştır. 
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Şekil 3. 11 pcDNA4/TO-PTENwt ScaI kesimi agaroz jel görüntüsü 

 

 

ġekil 3. 12 pcDNA4/TO-PTENE vepcDNA4/TO-PTENR ScaI kesimi agaroz jel 
görüntüsü 

 

Böylece, projemizde kullandığımız PTEN wt, PTEN129R ve PTEN129E 

mutant cDNAlarını taşıyan ifade vektörleri, hiç PTEN ifade etmeyen PC14 

hücrelerine kalıcı transfeksiyon yoluyla aktarılmak için hazır hale getirilmişlerdir. 
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3.3 Kalıcı Transfeksiyon Yoluyla PTENwt, PTEN G129R ve PTEN G129E 

Genlerinin PC14 Hücrelerine Transfeksiyonu ve Transfekte Hücrelerin Seçilimi  

Kalıcı transfeksiyon yönteminde hangi ajanın kullanılacağını test etmek için 

PC14 hücrelerine ilk önce GFP (yeşil floresans protein) vektörü, en sık kullanılan 

transfeksiyon ajanları olan Fugen HD ve Lipofectamine2000 ile transfekte edildi. 

Transfeksiyonun 24 saat ardından, transfekte hücrelerdeki GFP ifadesi floresans 

mikroskobu altında gözlenerek PC14 hücrelerinde hangi transfeksiyon ajanının daha 

etkili olduğu kararlaştırılmaya çalışıldı. 

 

ġekil 3. 13 Transfeksiyonun 24 saat ardından PC14 Hücrelerindeki GFP ifadesi. 

 

Şekil 3.13‟de görüldüğü gibi FUGEN HD PC14 hücreleri için daha uygun bir 

transfeksiyon ajanıdır, dolayısı ile bundan sonraki transfeksiyon deneylerinde 

FUGEN HD kullanılmıştır. Projemiz kapsamında tetrasiklinle indüklenebilen TETON 

vektör sistemlerini kullanacağımızı daha önce belirtmiştik. TETON vektör sistemi 

pcDNA4 ve pcDNA6 vektörlerinden oluşmaktadır (Şekil 3.14). 
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ġekil 3. 14 TETON vektör sisteminin çalışma mekanizması 

 

 TETON vektör sisteminin çalışması için hücrelerin ilk önce devamlı repressör 

üretimi gerçekleştirip pcDNA4 de klonlanmış olan genin ifadesini engelleyen pcDNA6 

ile transfeksiyonları gerekmektedir. Ardından pcDNA6 transfekte edilen hücrelere 

klonlanmış gen ihtiva eden pcDNA4 transfekte edilmelidir. Dolayısı ile PC14 hücreleri 

ilk önce pcDNA 6 ile transfekte edildiler ve Blastosidin (100mikrog/ml) seçildiler. 

Blastoside dirençli dolayısı ile pcDNA6 içeren PC14 hücrelerinin seleksiyonu 3 hafta 

sürdü. Ardından, Dr. Akça tarafından hazırlanmış olan pcDNA4-PTENwt, pcDNA4-

PTENG129R ve pcDNA4-PTENG129E ifade vektörleri bu seçilen hücrelere FUGEN 

HD ile transfekte edildi ve transfektantlar blastosidin (100mikrog/ml) + zeosin (10 

mikrog/ml) ile 26 gün boyunca seçildiler (Şekil 3.15).  



 38 

 

ġekil 3. 15 Transfeksiyonun ardından hücrelerin seçilimi 

 

26 gün sonunda koloniler tripsine edilerek dağıtılmış ve PC14-tet4/6(boşvektör, 

mock), PC14-PTENwt, PC14-PTENG129R ve PC14-PTENG129E olarak 

isimlendirilmişlerdir. Transfekte PC14 hücrelerinde PTEN ifadesinin tetrasiklin ile 

sağlanıp sağlanamayacağını dolayısı ile TETON vektör sisteminin çalışıp 

çalışmayacağını test etmek için, PTENwt transfekte edilen hücrelerde besi ortamına 

2 mikrogram/ml tetrasiklin ilavesinden sonra PTEN ifadesinin ne zaman başladığı ve 

ne kadar sürdüğü western blot yöntemi ile 0, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96 ve 120. 

saatlerde araştırılmıştır. 
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ġekil 3. 16 TETON sisteminin 2 mikrogram/ml tetrasiklin ilavesinin ardından 

çalışarak PTENwt ifadesinin gerçekleşmesi A) Tetrasiklin ilavesinden sonra PTEN 

ifadesinin western blot yöntemiyle saptanması B) Western blot bantlama 

densitometrik analiz sonuçları 

 

 Şekil 3.16‟ da görüldüğü üzere tetrasiklin ilavesinin ardından PTEN ifadesi 4. 

saatte başlamakta, 24. saatte maksimum seviyesine çıkarak 120. saatin sonunda bile 

devam etmektedir. Bu sonucun ardından boş vektör, PTEN wt, PTENG129R ve 

PTENG129E trasfekte edilen hücrelerdeki PTEN ifadeleri de western blot yöntemi ile 

araştırılmıştır. 

A 

B 
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ġekil 3. 17 Mock (pcDNA4+pcDNA6), PTENwt, PTENG129R ve PTENG129E 

transfekte edilen hücrelerde PTEN ifadelerinin tetrasiklin ile gerçekleştirilmesi 

Şekil 3.17‟ de normalde PTEN ifade etmeyen PC14 hücrelerinde PTEN 

transfeksiyonunun başarılı bir şekilde gerçekleştiğini ve PTEN ifadesinin sadece 

tetrasiklin ilavesi ile 24. saatin sonunda gerçekleştiği açıkça görülmektedir. Bu 

sonuçlar bize hem PTENwt ve mutantlarının transfeksiyonunu başarı ile 

gerçekleştirdiğimizi hem de TETON vektör sisteminin başarılı bir şekilde çalıştığını 

göstermektedir. Bu sonuçlar ardından bu transfekte hücrelerdeki SOD, GPx, Katalaz 

aktiviteleri hem enzim aktivitesi hem de RNA ifadesi yönleri ile tetrasiklin 

araştırılmıştır. 

Antioksidant enzimler SOD, GPx ve Katalaz aktivitelerinin boş vektör, PTENwt, 

PTENR ve PTENE transfekte edilen hücrelerdeki ve mRNA ifadeleri aşağıda 

görülmektedir. 
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3.4 PTEN Ġfadesinin SOD, GPx ve Katalaz Aktivitesi Üzerine Etkisi 

 

ġekil 3. 18 PTENwt ve mutantlarının ifadelerinin SOD enzim aktivitesi üzerine etkisi 

 

Boş vektör (tet4/6) transfeksiyonu SOD enzim aktivitesini 0. saate göre 

değiştirmezken, PTENwt transfeksiyonu 24 ve 48. saatlerde aktivite artışına neden 

olmuştur. PTENG129R transfekte hücrelerde SOD enzim aktivitesi sadece 48. saatte 

neden olmuştur. PTENG129E transfekte hücrelerde ise SOD enzim aktivitesi 0. 

saatle karşılaştırıldığında artmamış hatta 72 saatte düşmüştür (Şekil 3.18). 
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ġekil 3. 19 GSH üzerine boşvektör, PTEN wt, PTENG129E ve PTENG129R 

ifadelerinin etkisi, p<0.05. 

 

PTEN ifadesinin GSH üzerinde spesifik bir etkisi saptanamamıştır. 

 

 

ġekil 3. 20 GPX enzim aktivitesi üzerine boşvektör, PTEN wt, PTENG129E ve 

PTENG129R ifadelerinin etkisi, p<0.005. 
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Boşvektör, PTENwt, PTENG129R, PTENG129E transfeksiyonu GPx aktivitesini 

0, 24, 48 ve 72. saatlerde tüm transfektant gruplarda paralel olarak artığı saptansa 

da, bu artış PTENwt transfekte hücrelerde diğer gruplara nazaran daha yüksektir 

(Şekil 3.20). 

 

ġekil 3. 21 PTENwt ve mutant ifadelerinin Katalaz enzim aktivitesi üzerine etkisi 

 

Katalaz aktivitesi boş vektör transfekte edilenler hücrelerde en yüksek 

saptanmıştır. PTENwt transfeksiyonu 48 ve 72. saatlerde katalaz aktivite artışına 

neden olmuş, PTENE transfekte edilen hücrelerde katalaz aktivitesi hemen hemen 

PTENwt transfekte edilen hücrelerdeki seviyede iken, PTENR transfeksiyonu katalaz 

aktivitesini PTENwt ve PTENE hücrelerine nazaran arttırmıştır (Şekil 3.21). Enzim 

aktivitelerinden SOD ve GPx enzim aktiviteleri ile GSH üzerine PTEN wt ifade 

etkisinin 24. Saatlerde PTEN mutant ve boşvektör ifadelerinden farklı olduğu 

belirlenmiştir(p<0.05). Fakat PTENwt ifadesinin katalaz enzim aktivitesi üzerindeki 

etkisi istatistiksel olarak diğer gruplardan farklı bulunmamıştır. 

 

Enzim aktivitelerinin üzerine PTEN wt ve mutantlarının etkileri araştırıldıktan 

sonra bu enzimlerin mRNA ifadelerinin PTENwt ve mutant transfeksiyonundan 

etkilenip etkilenmediği de semiRT-PCR tekniği ile 0, 24, 48 ve 72. saatlerde 

araştırılmıştır (Şekil3.22, 3.23 ve 3.24). 
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ġekil 3. 22 PTENwt ve Mutantlarının GPx mRNA ifadesi üzerindeki etkileri 

 

 
 

ġekil 3.23 PTENwt ve Mutantlarının Zn-CuSOD mRNA ifadesi üzerindeki etkileri 
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ġekil 3. 24 PTENwt ve Mutantlarının MnSOD mRNA ifadesi üzerindeki etkileri 

SemiRT-PCR sonuçları mnSOD mRNA ifadesi hariç maalesef enzim aktivite 

sonuçlarımızı desteklememektedir. Bunun sebebi enzim aktivitelerindeki faklılıkların 

birbirine yakın olması ve dolayısı ile semi RT-PCR tekniğinin bu farkı yakalayacak 

hassasiyette olmamasından kaynaklanıyor olabilir.  

3.5 SOD, GPx ve Katalaz Enzim ifadelerinin Western Blot Yöntemi Ġle 

Belirlenmesi  

Westen blot sonuçlarımıza göre SOD ifadesini PTEN wt zamana bağlı olarak 

arttırırken PTENG129R ve PTENG129E ifadelerinin SOD enzim ifadesi üzerine etkisi 

saptanamamıştır (Şekil 3.25). Bu western blot sonuçlarımız RT-PCR sonuçlarımızı 

destekler niteliktedir. Aynı şekilde PTEN wt ve mutantlarının ifadelerinin GPx 

ifadesine bir etkisinin olmadığı da görülmektedir (Şekil 3.25). Bu sonuçlarımız RT-
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PCR sonuçları ile örtüşmektedir. Maalesef 3 bağımsız denememize rağmen bu 

hücrelerde katalaz enzim ifadesi western blot yöntemi ile saptanamamıştır.  

 

ġekil 3. 25 SOD, GPx ifadesi üzerine PTEN ifadelerinin etkisi. 

 

3.6 Yeniden Yaratılan PTEN Ġfadesinin AKT/Nfkb Yolağı Üzerindeki Etkisi 

Boş vektör, PTEN wt, PTENG129R ve PTENG129E ifade eden PC14 

hücrelerinde yeniden yaratılan PTEN ifadelerinin AKT aktivasyonuna etkileri western 

blot yöntemi ile araştırılmıştır. Buna göre sadece wt PTEN AKT aktivasyonunu 

engellerken Lipid fosfataz dead PTEN (PTENG129E) ve katalitil olarak inaktif PTEN 

(PTENG129R) AKT aktivitesine etki etmemesi PTEN‟in AKT aktivitesini lipit fosfataz 

özelliği ile engellediğini açıkça göstermektedir (şekil 3.26), dolayısı ile PTEN AKT 

aktivasyonunu PI3K aktivitesini engelleyerek inhibe etmektedir. Bu verinin ardından 

PTEN „in NFkB aktivitesine olan etkiside gen reporter yontemi ile araştırılmıştır. Şekil 

3.26‟ da görüldüğü gibi PTEN wt NFkB aktivitesini baskılarken PTENG128R ve 

PTENG129E NFkB aktivitesi üzerine herhangi bir etki göstermemektedir. Bu sonuç 

bize PTEN‟in PI3k/AKT/NFkB yolağını kendi lipid fosfataz aktivitesi ile baskıladığını 

açıkça göstermektedir (Şekil 3.26). 
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ġekil 3.26 Boş vektör, PTENwt, PTENG129E ve PTENG129R ifadeleriin 

PI3K/AKT/NFkB yolağı üzerindeki etkisi 
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PTEN ifadesinin NFkB aktivitesi üzerine etkisinin Gen reporter yöntemi ile 

belirlenmesinin ardından. Proje teklifimiz sırasında ifade ettiğimiz üzere PTEN 

ifadesinin NFkB aktivitesi üzerine etkisinin saptanmasını bir diğer metod olan non 

radyo aktif EMSA metodu ile de gerçekleştirdik. Bu amaçla, boşvektör, PTENwt, 

PTENG129R ve PTENG129E kalıcı transfekte edilmiş olan PC14 hücreleri PTEN 

ifadesinin sağlanması için 2 mikrogram tetrasiklin ile 24 saat muamele edilmişler ve 

ardından bu hücreler materyal ve metod bölümünde anlatıldığı gibi önce lizis 

edilmişler ardından bu lizatlar biyotin işaretlenmiş double strand NFkB probu 5‟-

GTTGAGGGACTTTCCCAGG-3‟ ile 1 X Tris-EDTA, 1 mM KCI, %10 gliserol, 1 mM 

dithiothreitol, ve 1 mg/ml polydeoksisitozin-deoksinozin içeren çözelti içerisinde 30 

dakika oda sıcaklığında reaksiyona bırakılmışlardır. Ardından örnekler %5 

poliakrilamid jel‟e yüklenerek elektroforez yapılmış ve Elektroforez işleminin bitiminde 

jel naylon membrana blotlanmış ve DNAnın membrana fiksasyonu için membran 15 

dakida UV ışığı altında fixe edilmiştir. Ardından,  oluşan DNA-protein kompleksi 

radyoaktif olmayan EMSA detektion kit (PIERCE) kullanılarak tespit edilmiştir (şekil 

3.27). 
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ġekil 3. 27 NFkB aktivitesine PTEN ifadelerinin etkisinin EMSA yöntemi ile 

belirlenmesi. 

Şekil 3.27„de PTEN wt in NFkB‟nin DNAya bağlanma afinitesini çok fazla 

değiştirmediği görülmektedir, free prob (probsuz örnek) sütününda bant olmaması 

deneyimizin güvenirliğini ve saptadığımız bandın NFkB + DNA probu bantı olduğunu 

bize göstermektedir. Gen reporter yöntemi ile lusiferaz metodu ile saptadığımız 

PTENwt in NFkB aktivitesinin baskılayıcı etkisini EMSA yöntemi ile saptayamamızın 

gerekçesi gen reporter yönteminin EMSA metoduna göre çok daha hassas olması 

olabilir. 
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3.7 Yeniden Yaratılan PTEN Ġfadesinin PC14 Hücrelerinin Anchorage Bağımlı Ve 

Anchorage Bağımsız Çoğalmasına Etkisi 

Aşağıdaki şekilde açıkça görüldüğü gibi yeniden yaratılan PTEN ifadesinin 

PC14 hücrelerinin anchorage bağımlı çoğalmasına anlamlı bir etkisinin olmadığı 

görülmektedir (Şekil 3.28). 

  

ġekil 3. 28 Boş vektor (mock), PTENwt, PTENG129E ve PTENG129E ifadelerinin 

PC14 hücrelerini çoğalmasına etkisi 

Bu deneyin ardından invazyon olayı için için önemli bir parametre olan 

anchorage bağımsız hücre çoğalması üzerine PTENwt ve mutantlarının etkisini 

araştırılmak için soft agar deneyi daha önce belirttiğimiz metoda uygun olarak 

gerçekleştirdi. Buna göre, 6 well petri kaplarına ilk önce 0.5%noble agar döküldü, bu 

donduktan sonra 5x104 hücre içeren 0.4% noble agar üst katmana döküldü. Her iki 

katmanda hücrelerin yaşaması için uygun besi yerini ihtiva etmekle birlikte, PTEN 

ifadesinin sağlanması için bir guruba (2 mikrogram/ml) tetrasiklin verildi diğer guruba 

verilmedi. Hücreler CO2‟li inkübatörde 370C de 2-3 hafta inkübe edildikten sonra 

%1.5 glutaraldehit ve %0.06 methilen mavisi içeren HBSS tamponunda fikse edildiler 

ve görünen koloniler sayıldı (Şekil 3.29). 
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Şekil 3. 29 Boş vektor (mock), PTENwt, PTENG129E ve PTENG129E ifadelerinin 

PC14 hücrelerinin anchorage independent çoğalmasına etkisi. 

Şekil 3.29‟ da PTEN ifadesinin tetrasiklinle yaratılmasının ardından sadece 

PTENwt soft agarda koloni oluşumunu önlerken, lipid fosfataz dead PTENG129E ve 

kinaz dead PTENG129R koloni oluşumuna ekti etmediği açıkça görülmektedir 

(p<0,05). Bu sonuç bize PTEN‟in anchorage independent hücre çağalmasını lipid 

fosfataz etkisiyle, dolayısı ile PI3K/AKT/NFkB yolağını baskılayarak gerçekleştirdiğini 

göstermektedir. 

Anchorage bağımlı ve bağımsız hücre çoğalmasına PTEN tümör baskılayıcı 

geninin etkilerini saptadıktan sonra, yeniden yaratılan PTEN ifadesinin hücre 

invazyonunu nasıl etkilediğini saptamak için invazyon deneyi dizayn edildi. Hücre 

invazyonu deneyleri için growth factor reduced trans-well matrigel invasion chamber 

(Becton Dickinson) kullanılmıştır. Buna göre boş vektor (mock), PTENwt, 

PTENG129E ve PTENG129E kalıcı transfekte edilmiş PC14 hücreleri tripsinize 

edilmiş ve % 0.1 BSA içeren RPMI1640 fakat serum içermeyen besi yeri içersinde 

1x104 hücre trans-well chamberin içersine konulmuş ve hücre invazyonu için 24 saat 

370C de CO2 inkübatörde inkübe edilmişlerdir.  Transwell chamberin dışına ise %10 

serum içeren RMPI1640 konularak hücrelerin invazyonu için kemoatractant ortam 



 52 

sağlanmıştır. 24 saatin ardından trans-well chamber in içindeki besi yeri 

uzaklaştırılmış ve oda içinde kalan invaziv olmayan hücreler ucu pamuk kaplı 

çubuklarla kazınarak non invaziv hücreler chamberdan uzaklaştırılmıştır. Transwell 

chamberin dış yüzüne çıkan hücreler ise ilk önce methonolle fixe edilmiş ardından 

boyanarak mikroskop altında sayılmıştır. Şekil 3.30‟ da PTENwt ifadesinin hücre 

invazyonunu %72 oranında baskıladığı görülmektedir (p<0,001). Aynı şekilde lipid 

fosfataz aktivitesi olmayan PTENG129E ve kinaz dead PTENG129R ifadelerinin 

hücre invazyonuna etki etmemesi PTEN‟in hücre invazyonunu PI3K/AKT/NFkB 

yolağı üzerinden baskıladığını açıkça göstermektedir. 

.  

ġekil 3.30 Boş vektor (mock), PTENwt, PTENG129E ve PTENG129E ifadelerinin 

PC14 hücre invazyonuna etkileri (p<0,001). 
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4. TartıĢma 

Akciğer kanseri kanseri kanser nedenli ölümler içersinde dünya genelinde ilk 

sırada yer almaktadır. (GRENLEE ve ark., 2001). Yapılan birçok çalışmada normal 

akciğer kanseri dokularında çok yüksek miktarda PTEN ifadesi saptanırken akciğer 

kanser hücrelerinin %29‟unda  çok düşük oranda PTEN ifadesi  saptandığı, 

%44‟ünde ise PTEN ifadesinin kaybolduğu rapor edilmiştir (KOHNO ve ark., 1998, 

SORIA ve ark., 2002, MARSIT ve ark., 2005, NORO ve ark., 2007). Küçük hücreli 

dışı akciğer kanserli hastaların tümör örneklerinde fosforlanmış (aktif) AKT aşırı 

ifadesi o hastaların kötü progresyonu ile ilişkili olduğu da rapor edilmiştir (TANG ve 

ark., 2006). Ayrıca bizim daha önceki sonuçlarımızda AKT fosforilasyonunun PTEN 

ifade etmeyen akciğer hücrelerinde yüksek iken PTEN ifade eden akciğer 

hücrelerinde oldukça düşük olduğunu göstermektedir (AKCA ve ark., 2011) Bu 

sonuçlar bize PTEN ifadesinin akciğer kanseri hücrelerinde AKT fosforilasyonunun 

düzenlenmesinde oldukça önemli olduğunu göstermektedir. Bu verile ışığında biz, 

PTEN inactivasyonunun ve onun PI3K/AKT/NFkB yolağı üzerindeki etkisinin akciğer 

kanser hücrelerinin invazyonunda önemli bir mekanizma olacağını düşünerek bu 

çalışmamızı dizayn ettik. Hipotezimizi doğrulamak için ilk önce PTEN‟in wt, katalitik 

olarak inaktif (G129R) ve lipid fosfataz olarak inaktif (G129E) mutantlarını 

“Yönlendirilmiş mutasyon” ile yarattık ve ifadesi tetrasiklin ile kontrol edilebilen 

TETON sistem vektörüne klonladık. Bu vektör sistemini seçmedeki amacımız 

PTEN‟in tümör baskılayıcı bir gen olması sebebi ile pcDNA3 gibi ökaryotik ifade 

vektörlerine klonlanarak hücrelere kalıcı transfeksiyon ile aktarılması bu hücrelerde 

aşırı PTEN ifadesine neden olacağından hücre ölümüne sebep verebilir ve stabil 

PTEN ifade eden koloni seçimi bu sebeple mümkün olamayacağıdır. Çalışmamızda 

TETON vektör sistemi kullanılmıştır. Dolayısı ile biz bu yöntemle kolonilerimiz seçip 

PTEN ifadesini tetrasiklin ekleyerek istediğimiz süre gerçekleştirebildik. Kalıcı olarak 

PTEN ifade eden PC14 hücreleri seçildikten sonra 0, 24 ve 48 saatlerde tetrasiklin (2 

mikrogram/ml) ilave edilerek PTEN ifadesinin sağlandığı şekil 3.16‟da görülmektedir. 

Aynı şekilde PTEN ifadesinin tetrasiklinle sağlanmasının ardından sadece PTENwt‟in 

AKT aktivitesini baskıladığı, katalitik olarak inaktif PTENG129R ve lipit fosfataz 

özelliği olamayan PTEN ifadelerinin AKT aktivasyonuna etki etmediği de açıkça 
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görilmektedir. Bu sonuç bize PTEN‟in lipid fosfataz aktivitesi ile PI3K inaktivasyonuna 

ve AKT aktivitesinin inhibasyonuna neden olduğu göstermektedir. 

PTEN ifadesinin görülmesinin ardından ilk olarak PTENwt, PTENG129R ve 

PTENG129E ifadelerinin hücre proliferasyonuna etkisini araştırdık ve gördük ki bu 

ifadelerin hücre çoğalmasına faklı bir etkileri yoktur. FURNARI ve ark., (1997) 

PTENG129R ve PTENG129E ifadelerinin glioblastoma hücrelerinin 

proliferasyonlarında bir değişikliğe neden olmadıklarını rapor etmişlerdir. Bizim 

sonuçlarımız daha önce rapor edilen bu makale ile uyumludur. PTENwt ve 

mutantlarının hücre proliferasyonuna etki etmediklerinin saptanmasının ardından bu 

ifadelerin kanser hücrelerinin anchorage bağımsız büyüme yeteneğine etkilerini 

araştırdık. Sonuçlarımız sadece wt PTEN ifadesinin hücrelerin anchorage bağımsız 

büyümesini inhibe ederken mutant PTEN ifadelerinin anchorage bağımsız büyümeye 

herhangi bir etkisi olmadığını açıkça göstermektedir. Katalitik olarak inaktif PTEN ve 

lipid fosfataz özelliği olmayan PTEN ifadelerinin anchorage bağımsız hücre 

büyümesine etkisi olmazken wt PTEN ifadesinin bu büyümeyi baskıladığının 

görülmesi bize PTEN‟in anchorage bağımsız hücre büyümesini kendi lipid fosfataz 

aktivitesi ile inhibe ettiğini açıkça göstermektedir. Bizden önce yapılan çalışmalar 

PTEN wt ifadesinin anchorage bağımsız hücre çoğalmasını hepatoma hücrelerinde 

(NAKANISHI ve ark., 2002) meme ve melanoma (LOBO ve ark., 2009) hücrelerinde 

baskıladığını göstermektedir. Bu çalışmalar sonuçlarımızla uyumludur. 

PTEN ifadesinin meme kanseri, glioma ve kolon kanseri hücrelerinin 

invazyonunu baskıladığı daha önce rapor edilmiştir (HEERING ve ark., 2009; MAIER 

ve ark., 1999; BOWEN ve ark., 2009). Bu nedenle, bizde bir sonraki adım olarak 

PTEN ifadesinin akciğer kanser hücre invazyonu baskılayıp baskılayamayacağını 

araştırdık. Bu amaçla PTEN ifade etmeyen PC14 hücrelerini boş vektör, PTEN wt, 

PTENG129R ve PTENG129E ile kalıcı olarak transfekte ettik. Sonuçlarımız PTEN wt 

ifadesinin PC14 hücrelerinin invazyonunu %72 oranında baskılarken, katalitik olarak 

inaktif PTEN(G129R) ve lipit fosfataz özelliği olmayan PTEN (G129E) ifadelerinin 

invazyona herhangi bir etkilerinin olmadığını göstermektedir. PTEN „in prostat kanseri 

hücre invazyonunu baskıladığı daha önce rapor edilmiştir (SHUKLA ve ark., 2007) 

Ayrıca PTEN glioma hücre invazyonunuda baskılamaktadır (MAIER ve ark., 1999) 

fakat bu iki hücredeki invazyonun baskılanma mekanizması birbirinden farklıdır. 
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SHUKLA ve ark., (2007) PTEN‟ in prostat kanseri hücre invazyonunu PI3K/AKT 

yolağını kendi lipid fosfataz özelliği ile baskılayarak inhibe ettiğini rapor ederlerken, 

MAIER ve ark., (1999) PTEN‟in lipid fosfataz özelliğinin glioma hücre invazyonun 

baskılanmasında etkili olmadığını rapor etmişlerdir. Bizim sonuçlarımız açıkça 

göstermektedir ki, PTEN akciğer kanseri hücre invazyonunu lipid fosfataz aktivitesi 

yoluyla baskılamaktadır. Son günlerde, ZHANG ve ark., (2010) microRNA21‟in 

akciğer kanseri hücrelerinde PTEN ifadesini baskılayarak bu hücrelerin invazyonunu 

arttırdığını rapor etmiş fakat akciğer kanseri invazyonunun moleküler 

mekanizmalarına değinmemiştir.  NFkB‟nin aktifleşmiş AKT‟nin ana hedefi olması 

sebebi ile biz çalışmamızda AKT/NFkB yolağı aktivitesi ve akciğer kanseri invazyonu 

arasında bir ilişki olabileceğini düşündük. Bu olası ilişkiyi gösterebilmek için gen 

reporter assay deney düzeneğini kullandık. Bu sebeple NFkB lusiferaz reporter 

vektör renila luciferaz reporter vektörleri birlikte, stabil PTENwt, PTENG129R ve 

PTENG129E ifade eden PC14 hücrelerine transfekte edildiler. Gen reproter deney 

sonuçlarımız sadece PTEN wt ifadesinin NFkB aktivitesinin inhibasyonuna neden 

olurken, mutant PTEN ifadelerinin NFkB aktivitesine etkisinin olmaması, PTEN‟in 

NFkB aktivitesini lipid fosfataz özelliği ile baskıladığını göstermektedir. PI3K 

fosfoinozitolleri üçüncü inozitol halkasından fosforlayarak 3, 4, 5 trifosfat yaratır. Bu 

oluşum hücre iç membranında AKT aktivasyonu için gerekli bir substrattır. AKT 

aktifleştikten sonra hücre içinde birçok hedef molekülünü aktive eder, AKT 

hedeflerinden biriside NFkB dir. Biz bu çalışmamızda AKT aktivitesinin ve dolayısı ile 

AKT/NFkB yolağının NSCLC hücre invazyonu için çok önemli bir yolak olduğunu ve 

bu yolağın tümör baskılayıcı gen PTEN tarafından inhibasyonunun NSCLC hücre 

invazyonunu baskıladığını göstermekteyiz. 

Çalışmamızın bir diğer yönü ise PTEN tarafından baskılanan PI3K/AKT/NFkB 

yolağının anti oksidant enzim aktivitesi ve ifadeleri üzerine etkilerinide araştırması idi. 

Dolayısı ile PTENwt, PTENG129R ve PTENG129E stabil transfekte edilmiş PC14 

hücrelerinde SOD, GPx, GSH ve Katalaz aktiviteleri ölçüldü. PTEN wt ifade eden 

hücrelerde boş vektör, G129R ve G129E ifade edenlere göre SOD ve GPx 

aktivitesinin daha fazla olduğu GSH ve Katalaz aktivitelerinde ise istatistiksel olarak 

anlamlı bir değişiklik olmadığı görülmüştür. Bu sonuç PI3K/AKT/NFkB yolağının SOD 

ve GPx aktivitesini baskıladığını ve bu yolağın PTEN tarafından baskılanmasının 
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SOD ve GPx aktivitesinde artışa neden olduğunu göstermektedir. CHEN ve ark., 

(2007) Cox-1 ifadesinin artışı ile NFkB arasında ilişki olabileceğini rapor etmişlerdir. 

Ayrıca SHARMA ve ark., (2006) antioksidant enzimlerin AKT aktivitesini 

düzenlemede rol alabileceklerini belirtmişlerdir. Literatürde bir kaç çalışma 

antioksidant enzimlerin AKT kinaz ile ilişkisi olabileceğine değinsede (LI ve ark., 

2006, GIELS ve ark., 2006), bu güne kadar antioksidant enzim aktivitelerinin PTEN 

tarafından düzenlendiğini rapor eden bir çalışma bulunmamaktadır. Biz bu 

çalışmamızda anti oksidant enzimler SOD ve GPx aktivitelerinin tümör supressor gen 

PTEN tarafından PI3K/Akt/ NFkB yolağının baskılanması mekanizması ile 

arttırıldığını da göstermekteyiz. 
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Öz  

NSCLC hücreleri oldukça invaziv hücrelerdir, fakat bu NSCLC hücre invazyon 

mekanizmaları tam anlamıyla açık değildir. Biz bu çalışmamızda NSCLC hücrelerinin 

tümör baskılayıcı gen PTEN ifade etmediklerini göstererek, bu hücrelere kalıcı gen 

transfeksiyonu yöntemi ile yeniden yaratılan PTEN ifadesinin Akt fosforilasyonunu azaltıp 

NFkB aktivitesini baskıladığını gösterdik. PTEN, NSCLC hücrelerinin invazyonunu lipid 

fosfataz aktivitesi ile  PI3K/Akt/NFkB yolağı baskılayarak inhibe ettiğini bu çalışma ile 

açıklamış olduk. Çalışmamızda, gen klonlaması “Yönlendirilmiş mutasyon” yöntemi ile 

PTEN inaktif mutantlarının yaratılması,  kalıcı ve geçici gen transfeksiyon yöntemi, gen 

reporter yöntemi gibi birçok moleküler biyolojik yöntem kullanılmıştır. 
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