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Onso6z

Akciger kanserinin bir tipi olan kaguk hucreli digi akciger kanseri (NSCLC) oldukga
agresif bir kanser turi olup ¢ok kisa zamada 6lime neden olmaktadir. Kanser
nedenli olumlerin ana nedeni kanserin baslandigi organdan metastaz yolu ile diger
organlara yayllmasi ve organ igslev bozukluklarina neden olmasi seklinde
aciklanabilir. Metastazin ik basmagr kanser hucrelerinin  bazal laminaya
invazyonudur. Dolayisi ile metastaz yapabilmek igin hucrenin ilk olarak invaziv 6zellik
kazanmasi gereklidir. NSCLC hicreleri oldukga invaziv hicrelerdir. Biz bu
calismamizda NSCLC hucrelerinin timor baskilayici gen PTEN ifade etmediklerini
gostererek, bu hucrelerede kalici gen transfeksiyonu yontemi ile yeniden yaratilan
PTEN ifadesinin NSCLC hicrelerinin invazyonunu PI3K/AKT/NfkB yolagini
baskilayarak inhibe ettigini gostermis olduk. Calismamizda, gen klonlamasi “site
directed mutagenesis” yontemi ile PTEN inaktif mutantlarinin yaratiimasi, kalici ve
gegici gen transfeksiyon yontemi, gen reporter yontemi gibi birgok molekuler biyolojik
yontem kullaniimistir. Caismamiz TUBITAK-SBAG grubu tarafindan 108S187 nosu
ile desteklenmistir. Calismamiza verdigi destek icin TUBITAK’a tesekklrl bir borg

biliriz.
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Ozet

PTEN timor baskilayici genin birgok akciger kanser huicresinde inaktif olmasi sebebi
ile biz bu ¢alismada, PTEN inaktivasyonunun akciger kanser hucrelerinin invazyonu
ile iligkisini arastirdik. Bu amagla, ilk olarak PTEN-WT, katalitik olarak inaktif PTEN
(G129R) ve lipid fosfataz ozelligi inaktif PTEN (G129E) mutantlari yonledirilmig
mutasyon yontemi ile yaratilarak bir tetrasiklinle induklenebilen vektor sistemi olan
TETON’ a klonlandi. Ardindan PTENwt, PTEN-G129R ve PTEN-G129E ifadesi
PTEN ifade etmedigi tarafimizca gosterilen PC14 hucrelerinde kalici transfeksiyon
yontemi ile tekrar yaratildi. Yeniden yaratilan PTEN wt ifadesi PC14 hicrelerinde
AKT aktivasyonunun azalmasina ve NFkB transkripsiyonel aktivitesinin dismesine
neden olurken, katalitik olarak inaktif PTEN (G129R) ve lipid fosfataz inaktif PTEN
(G129E) ifadelerinin ayni etkiyi gostermemesi PTEN inaktivasyonunun PC14
hicrelerinde AKT/NFkB yolaginin aktivitesine sebep oldugunu gostermektedir.
Dahasi, PTEN-wt ayni hicrelerde soft agarda anchorage bagimsiz blyimeyi ve
invazyonu baskilarken, PTENG129R ve PTENG129E’ nin bu etkileri gosteremedigi
de saptandi. Sonuglarimiz PTEN invazyonu ile aktiflesen PISK/AKT/NFkB yolaginin
akciger kanser hucre invazyonunun arttirdigini ve PTEN’in lipid fosfataz aktivitesinin
bu slrecte anahtar rol oynadigini kuvvetli bir sekilde géstermektedir. Calismamizda

ayrica PTEN ifadesinin anti oksidant enzim aktivitesi tUzerine etkileri de arastiriimistir.

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



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 PI3BK/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



1. Girig

Akciger kanseri, kanser sebepli 6limlerin basinda gelmektedir (BUNN, 2001).
Squamous hlcre karsinomu, adeno karsinoma ve buylk hlcre karsinomlarinin
tumunad kapsayan Kuguk hacre disi akciger kanserleri (NSCLC) akciger kanserlerinin
%80’ini olusturmaktadir. Son 20 yilda cerrahi, kemoterapi ve radyo terapi
alanlarindaki ilerlemelere ragmen Akciger kanserinde 5- yillik sag kalim orani sadece
%15 dir (OKAMOTO ve ark., 2003). Akciger kanserinin sebep oldugu 6lum, diger
solid malignansilerde oldugu gibi neredeyse tumuyle neoplastik hucrelerin bazal
laminaya invazyonlari ve primer tumorlerden uzak organ bolgelerine metastazlarinin
sonugclaridir. Bu sebeple akciger kanser invazyon ve metastaziyla iligkili genlerin/gen
rinlerinin anlasilmasi oldukca énem tasir. invazyon ve Metastaz cesitli gen
artnlerinin  kangtigi kompleks olaylar dizisidir. Bu 6nemli olaylarin icerisinde;
neoplastik hicrelerin primer timdrden ayrilmasi ve invasyonu, kan ve lenf sistemine
girmesi, endotel hlcrelere adezyon vasitasiyla uzak bolgelere tutulmasi,
angiogenezin induksiyonu, hostun anti-tumor cevabindan kagma ve metastatik
bolgelerde buyume (TOH ve ark., 1994 NICOLSON, 1988) yer almaktadir. Cesitli
genlerin expresyonlarinin dizenlenmesinin de bu slregte Onemli oldugu
disunulmustir (NICOLSON, 1991, MUSCHEL ve LIOTTA, 1988, CHAMBERS ve
TUCK, 1993). Bununla beraber, bugline kadar hicbir kanser turinde kanser
hicrelerinin metastatik olmayan fenotipten metastatik fenotipe doéntsurlerken hicre
icerisinde meydana gelen degisikliklerden hangi genlerin hangi mutasyonlarinin
sorumlu oldugu ayrintisiyla tespit edilememigstir. 1990 yilinda Fearon ve Volgelstein
ilk kez kolorektal kanser gelisimi icin bir model o6nermiglerdir (FEARON ve
VOLGELSTAIN, 1990). Bu arastiricilarin modelinde non-metastatik kanser
hdcrelerinin metastatik kanser hulcrelerine donugurken meydana gelen fenotipik
degisiklikler icin dnemli olan genetik degisiklikler belirlenememistir. Bu modelden
ginimize 16 yil gegmesine ragmen sorumlu sinyal iletim vyollarn (yolaklar)
hakkindaki bilgimiz oldukga azdir (SAHA ve ark., 2001).



2.Genel Bilgiler

Hiicre icersinde aktivite kazanan Fosfo inozito 3 Fosfat Kinaz (PI3K) aktivite
kazandiktan hemen sonra Akt kinazi aktif hale getirir. Aktiflesen Akt kinazin
muhtemel iki hedefi vardir bunlardan birincisi mTOR aktivasyonuna sebep olup hicre
cogalmasini induklemek (OZES ve ark., 2001) digeri ise Akt kinazin belkide en
onemli goérevi olan NFkB aktivasyonuna neden olmasidir (OZES ve ark., 1999).
NFkB hucre icerisinde yasamsal yollari gergeklestiren hedef genlerinin aktivitesini
indUkleyerek; hucrelerin apoptosisten korunmasini, yada c¢esitli mekanizmalar
hayatta kalmalarina olanak taninmasi (bir muhtemel mekanizma antioksidant enzim
sisteminin aktiflestiriimesi) yada invazyon ve metastazinin indiklenmesi olaylarina

aracilik etmesi muhtemel gorulmektedir.

Insan  genomunda  kromozom 10g23.3 bdlgesinde lokalize olan
PTEN/MMACIL/TEP-1 bir ikili/cift etkili spesifik fosfataz olarak tanimlanir (LIAW ve
ark., 1997). PTEN geninin gliomalarda, prostat, endometriyal, meme ve akciger
kanserlerinin  buaylk bir bdéliminde %40-50 oraninda mutasyona ugradigi
saptanmigtir (LI ve ark., 1997, STECK ve ark., 1997, MAIER ve ark., 1999). PTEN
geni knockout edilmis fare fenotiplerinde PTEN’in normal gelisimde gerekli oldugu
gOsterilmis ve timor baskilayici roli dogrulanmistir (SUZUKI ve ark., 1998, DI
CRISTOFANO ve ark., 1998, PODSYPANINA ve ark., 1999). Bir fosfataz olan PTEN
inositol lipidleri defosforile eder. Bu 6zelligi PTEN’in PI3-kinaz ve fofoinositol 3 fosfat
yolaginin tersine calistigini gosterir (STAMBOLIC ve ark., 1998, MYERS ve ark.,
1998, MAEHAMA & DIXON, 1998).

Bir ¢ok kanser turinde ve Ozellikle akciger kanserlerinde PTEN tumor
baskilayici geninin ya mutasyonlar sonucu yada promotor metillasyonu sonucunda
ifadesini kaybettigini biliyoruz. Dolayisi ile literatirde rapor edilmekte olan antioksidan
enzim aktivitesinin akciger kanserlerinde degismesinin sebebi PTEN aktivite kaybi

olabilir.

Nukleer Faktor Kappa B (NFkB), inaktif halde iken stoplazmada Inhibitor of
Kappa B (IkB)ler ile kompleks yapmis olarak bulunur IkB, NFkB’nin nikleusa giris
dizisini Orterek hucre cekirdegine girmesini ve aktivitesini gostermesini engeller.

NFkB’'nin aktivite kazanmasi igin Akt kinazlarin IkB’leri fosforlamasi gerekir.



Fosforlanan |kB’ler NFKB den ayrilirlar boylece nikleus giris sinyal dizisi sayesinde
nikleusa giren NFkB hicre ¢ogalmasi, anti-apoptotik metastatik ve antioksidan
genlerin de iginde bulundugu birgok hedef genin transkripsiyonunu indtkleyebilir.
Dolayisi ile NFkB hucre sagkalimi ve yasaminin devam ettirebilmesi icin vazgecilmez

bir transkripsiyonel aktivatordur.

Yukarida bahsedildigi Uzere NFKB hedeflerinden birisinin de antioksidan enzim
genlerinin olmasi muhtemeldir. Anti oksidant enzimler hlcre igerisinde olugan ve
hdcrenin yagsamini olumsuz yonde etkileyen reaktif oksijen metabolitlerini taniyip

onlari hiicreye zarar vermeden etkisiz hale getiren enzimlerdir.

Reaktif oksijen metabolitleri (ROM) in vivo oksidasyon-reduksiyon reaksiyonlari
sonucunda meydana gelen, kisa omurli bilesiklerdir. Stperoksit anyonu (O2")
hicrede olusan temel ROM’dir ve molekuler oksijenin indirgenmesi sonucunda
meydana gelir. Superoksit anyonunun spontan veya enzimle katalizlenen

dismutasyonu sonucunda hidrojen peroksit (H,O,) olusur.

Hicrede olusan ROM'nin sitotoksik etkisinin ortadan kaldirilabilmesi veya
azaltilabilmesi antioksidan enzim sistemleri ile mumkin olabilmektedir (ASLAN ve
ark., 2000). Bu enzimler, sitoplazmik, mitokondriyal ve ekstraselller stperoksit
dismutazlar (SOD), glutatyon peroksidaz, katalaz ve fagositik hiicrelerde mevcut olan
myeloperoksidaz enzim sistemleridir (Sekil 1.1). Hicrede olusan H,0,, katalaz ve
glutatyon peroksidaz enzimleri tarafindan metabolize edilir. Fagositik hucreler'de bu
enzimlere ilave olarak myeloperoksidaz enzimi de H,O, metabolizmasina katilr.
Katalaz yapisinda katalitik hem grubu icerir ve H,0O,’i su ve oksijen olugturarak
parcalar. Glutatyon peroksidaz (GPx) ise H,O'i redikte glutatyon (GSH) aracilidi ile

parcalar
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Sekil 1. 1 Antioksidan Enzim Sistemleri

SOD enzimi homodimerik yapida olan 32 kDa'luk bir proteindir. Her
subilnitede bir adet bakir ve ¢inko molekull icerir. SUperoksit dismutaz iki tane
superoksit anyonunu alarak hidrojen peroksit ve oksijen olusturur (Sekil 1.2).
Fizyolojik pH’da bu enzim tarafindan katalizlenen reaksiyonun hizi yaklasik 2 x 10°
M? sec™. Bu hiz, siiperoksit anyonunun spontan dismutasyonundan 10* kere daha
hizhidir (ASLAN ve ark., 2002)

.~

Cuz+ 0, ==p Cu*+0,
Cut+ 0, = CuZ*+ 0,2 2 Cu*+ H,0,

Sekil 1. 2 Stperoksit Dismutaz Enziminin Yapisi ve Fonksiyonu

Kanser gelisimi ile antioksidant enzimlerin aktivite degisiklikleri arasinda bir
iliski olabilecedi suphesizdir. Bu hipotezimizi son gunlerde yayinlanan makaleler
destekler niteliktedir. Ornegin CHEN ve ark. (2007), COX-2 ifadesinin artisi ile NFkB
aktivasyonu arasinda iligki olabilecegini rapor etmistir. SHARMA ve ark. (2006),
akciger kanser hicrelerine alfaclass GST izoenzimi hGSTAT-1 ile kalici transfekte

ettiklerinde, bu hucrelerde lipid peroksidasyonunu dénemli Olgide baskilandigini ve
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hdcrelerin doksorubicin toksisitesine kargi direng kazandiklarini rapor etmiglerdir.
Literatlirde rapor edilen bu galismalar bizi, akciger kanser gelisimi Uzerinde radikal

supurucu enzimlerin aktivitelerinin de rolu olabileceg@ini dusinmeye sevk etmigtir.

Literaturde antioksidant enzimlerin Akt kinazin aktivitesinde rol oynadiklari ve
apoptosisi duzenledikleri de sik sik rapor edilmistir (KIM ve ark., 2007, LI ve ark.,
2006, GIELS 2006). Boyle bir iliski olmasi kuvvetle muhtemeldir. Cunkl Akt
aktivasyonunun NFkB aktivasyonuna ve apoptosisin baskilanmasina neden oldugu
biz (OZES ve ark., 2001, GUSTIN ve ark., 2001, 2004) ve diger arastirmacilar (NAIR
ve ark., 2006; AHN, 2006) tarafindan rapor edilmigtir. Ayrica antioksidan enzim
aktivite degisikligi ile invazyon ve metastaz arasinda iliski olabilecegi de cesitli
arastiricilar tarafindan rapor edilmistir (LIU ve ark., 1999, NISHIKAWA ve ark., 2002,
HALLIWELL, 2007).

Kanser hucrelerinde antioksidan enzim aktivitelerinin ylkseldigi siklikla rapor
edilmistir. ilging olarak antioksidan enzim aktivitelerinin malign timér fenotipi ile
invazyon ve metastazin iliskili olabilecedi de one surtlmustir (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 timorlerde degistiginin rapor edilmesi
bizi Akt kinaz, antioksidan enzimler ile invazyon arasinda bir iligkinin olabilecegini
disinmeye itmistir. Cunkl, Akt aktivasyonunun anchorage badimsiz ¢ogalma ile
dogrudan iligkili olabilecegi dusunulmektedir (NAKANISHI ve ark., 2002).
Fosforillenmis Akt'nin bir transkripsiyon faktori olan NFkB’nin transkripsiyonel
aktivitesini arttirdigi goésterilmistir (OZES ve ark., 1999). NFkB hlcrelerin yasamlarini
surdurebilmeleri icin gerekli bir faktordir ve cesitli hedef genlerin expresyonunu
indlikleyerek invazyon ve metastazi ilerletmesi mimkin olabilir. Ornegin, NFKB’nin
Kemokin reseptorinun ifadesini indukleyerek kanser hicrelerinin  migrasyonunu,
invazyonu ve metastazini ilerlettigi rapor edilmistir (MBURU ve ark., 2006). NFkB
hicre yasami igin gerekli bir transkripsiyonel faktérdir. Kanser hicreleri metastaz
yapmak igin c¢esitli genlerin ifadesine ihtiya¢c duyarlar. Bu sebeple ihtiya¢ duyulan
genlerin transkripsiyonlarini aktiflestirecek bir traskripsiyon faktérine ihtiyag olmasi

muhtemeldir. Antioksidan enzimler hucreyi apoptosisten koruyorlar ve/veya
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invazyonda da rol aliyorlar ise ifadelerinin NFkB tarafindan duzenleniyor olmasi
kuvvetle muhtemeldir. Ayrica antioksidan enzim aktivitelerinin PI3K ile iligkili
olabilecegi de farkli hiicre tiplerinde gosterilmistir(PAUL ve ark., 1997, SALH ve ark.,
1998, BHAT ve ark., 1998, CRUZ ve ark., 1999).
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2.Gere¢ ve Yontem

2.1 PTENGI129E ve PTENG129R Mutanlarinin Yonlendiriimig Mutasyon

Yontemiyle Yaratiimasi

PTEN G129R ve PTEN G129E mutantlarinin yaratiimasi igin stratagen’in
“yonlendirilmig mutasyon” kiti kullanilacaktir. Bu kit kullanilarak hazirlanacak olan 2
cift primer ile PTEN geninin iki mutanti yaratiimis olacaktir. Bu is i¢in kalip olarak hizli
destek projemiz sayesinde klonlamayi basardigimiz PTEN wt cDNA kullanilacaktir.
Normal wt PTEN proteininde 129. amino asit olan glisini kodlayan kodon GGA dir.
Glisini kodlayan bu kodon PTEN G129R mutasyonunda AGA dizisi ile degistirilerek
Arjinin amino asitine, PTEN G129E de ise GAA dizisi ile Glutamik asite tek baz
degisikligi ile donusturulecektir. Yonlendiriimis mutasyon yontemiyle mutant PTEN
genlerinin yaratilip yaratiimadigi sekans analizi yardimiyla test edilmistir. Sekans
analizi ile dogrulanan PTEN wt ve mutant genleri daha sonra pcDNA 4 TETON

vektorune klonlanmistirr.

GGA -->AGA degisikligi yaptiracak primer seti;

upper primer

5' TGT AAA GCT GGA AAG A’'GA CGA ACT GGT GTA-3'
Lower Primer

5- TACACCAGT TCG TCT CTT TCC AGC TTT ACT-3'

GGA-->GAA degisikligi yapacak primer seti

upper primer

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

5- TACACCAGTTCG TTCCTT TCC AGC TTT ACA-3'

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

Calismamizda Akt aktivitesi Akt'nin serin 473 den fosforlanmis formunu
taniyan antibody kullanilarak belirlenmistir. Bu antibody sadece fosforile olmus

dolayisi ile aktif Akt miktarini bize gosterilmigtir. PTEN, SOD ve GPx ifadeleri ise yine
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spesifik antibodyler kullanilarak western blot teknigi ile gosterilmigtir. SOD, Katalaz,
GPx aktiviteleri spektrofotometrik kinetik analizler ile saptanmigtir. NFkB aktivitesi icin
EMSA ve lusiferaz gen reporter sistem kullanilacak, SOD ve GPx ifade dizeyleri

ayrica RT-PCR ile de belirlenmisgtir.

2.3 SDS-PAGE ve Western Blot

Hucre protein 6zutleri TRX-100 tamponu icerisinde toplanan, 6rnekler 12000 x
g de 4 °C'de 1 dakika santirfiij edilerek istenmeyen hiicre artiklarinin ortamdan
uzaklastirimasi saglandi. Toplanan oérneklerden 1’er mikrolitre farkh ependorf tlplere
alinarak ve Biorad protein miktari tayin kiti (Biorad inc.) kullanilarak bu 6rneklerin
protein miktarlari saptandi. Daha sonra érneklerden, mikrolitrede 100 mikrogram
protein olacak sekilde alindi ve bunlarin Uzerlerine protein yukleme boyasindan da
(1/1 oranda) eklenerek 3.5 dakika su banyosunda kaynatildi. Kaynatma igleminin
hemen ardindan ependorf tlp icindeki ornekler 10 mikrolitrelik otomatik pipet
kullanilarak %10’luk SDS jele uygulandi ve elektroforeze tabii tutuldu. Elektroforez
isleminin ardindan proteinler transfer tamponu iginde 4 °C de 75 mAmp akim
siddetinde bir gece boyunca immunobolin membran Uzerine transfer edildiler. Bu
islemden sonra membran, %5'lik kuru sut iceren PBST c¢oOzeltisi iginde oda
sicakliginda 2 saat bloklandi. Ardindan ayni membran %5 kuru sut iginde 1:5000
(Akt, p-Akt, PTEN, SOD, GPx ve katalaz igin) ve 1:50.000 (GAPDH icin) oranlarinda
bulunan primer antikorlarla oda sicakliginda 1 saat isaretlendi. Membran Gzerindeki
spesifik proteinlerin primer antikorlarla isaretlemesinin ardindan, membran 1 saat
PBST ile oda sicaklidinda yikandi. Yikama isleminin bitmesiyle membran primer
antikorlarin immunoglobilinlerine karsi spesifik olarak gelistirilmis, 1:10000 oraninda
HRP (Horseradish Peroksidaz) bagli sekonder antikor bulunduran %5 kuru sutll
PBST cdzeltisi icerisinde tekrar isaretlendi. isaretleme oda sicakhginda 1 saat
yapildiktan sonra, ECL ¢odzeltisi kullanilarak kemilimines reaksiyonu baslatildi ve

spesifik protein bantlari kemiliminesansa duyarli film kullanilarak belirlendi.
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2.4 NFkB Aktivitesinin Belirlenmesi

NFkB aktivitesi EMSA ve gen reporter sistem kullanilarak arastiriimistir. Buna
gbére EMSA metodu icin; Hlcreler NFkB aktivite tayini i¢cin, 40 mM HEPES, pH 7.0,
100 mM KCL, %21 Nonidet P-40, 1 mM dithiothreitol, 1 mM phenylmethysulfonyl
fluoride, 1 mikrogram aprotinin, 1 mikrogram pepstatin A ve 1 mikrogram leupeptin
cOzeltisi igerisinde lizis edildiler ve bu lizattan 6 mikrogram protein izole edilerek
Elektrophoretic mobility shift assays (EMSA) uygulandi. Hucresel protein non
radyoaktif olarak isaretlenmis 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 iceren ¢ozelti igerisinde 30
dakika oda sicakliginda reaksiyona birakildi. Ardindan érnek %5 polyacrylamid jele
yuklenerek elektroforez yapildi. Elektroforez igleminin bitiminde jel PVDF membrana
blotlandi ve olugsan DNA-protein kompleksi non-radyoakif detektion kit (PIERCE)

kullanilarak tespit edildi.

NFkB aktivitesinin tayinine yonelik yapilacak bir diger metod ise lusiferaz
aracili gen reporter sistem kullanilarak yapilimigtir, bu yonteme icin NFkB reporter
vektoru Prof.Dr. David Donner'dan alinmistir (University of California, USA). Dolayisi
ile NFKB reporter vektori PTEN wt ve mutantlarini ifade eden PC14 hicrelerine
Fugen HD transfeksiyon reagenti kullanilarak aktarildi ve daha sonra bu hlcrelerdeki
NFkB aktivitesi promega lUsiferaz detection kit kullanilarak luminometre yardimi ile

belirlenmistir.

2.5. Antioksidan Enzimlerin Aktivite Tayini

Deney gruplarindan elde edilen hucreler proteaz inhibitor kokteyli iceren
tampon iginde sonikasyonla lizise ugratildiktan sonra santriflj edilerek sitozolik
fraksiyon eldesi saglandi. Elde edilen supernatantlarda katalaz, glutatyon peroksidaz

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

Katalaz enziminin hem Kkatalitik, hem de peroksidatik aktivitesi mevcuttur.
Katalitik aktivite H,O,'i molekuler oksijene ve suya cevirir. Peroksidatik aktivite ise

dusuk molekuler agirlikli alkolleri okside ederek su olusturur (Sekil 2.1).

Katalaz

2H,0;, ——— 0, +2H,0 Katalitik aktivite

Katalaz

H,O, + AH, A+ 2H,0 Peroksidatik aktivite

Sekil 2. 1 Katalazin enzimatik aktivitesi

Hidrojen peroksiti pargalayan enzim yalnizca katalaz degildir, ancak alifatik
alkolleri substrat olarak kullanan tek enzim katalazdir. Bu sebeple, katalaz enzim
dizeyleri tayin edilirken enzimin peroksidatik aktivitesine bakildi. Ortama alkol
olarak metanol konuldu ve olusan formaldehid Purpald denilen bir kromojen ile

reaksiyona sokularak renk olusumu tayin edilmistir (Sekil 2.2).

Katalaz
H,O,+ metanol ———— formaldehid renk olusumu

(540 nm)
kromojen

Sekil 2. 2 Katalaz enzim aktivitesinin tayin yontemi

Katalaz enzim aktivitesinin hesaplanmasi olusturulacak formaldehid standard
egrisiyle yapilir. Bir Unite katalaz aktivitesi, 1 dakikada olusan pmol formaldehid

olarak hesap edilir.

2.5.2 Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivite Tayini

Glutatyon peroksidaz enzimi, H,O, dahil tim hidroperoksitlerin rediksiyonunu
saglar. Bu islevi sirasinda da redikte glutatyonu kullanir. Olusan okside glutatyon,
glutatyon reduktaz enzimi ile tekrar indirgenir. Bu indirgenme sirasinda NADPH

kullanilir ve NADP+ olusur. NADPH’nin reaksiyon ortamindan kaybi 340 nm’de
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absorbans azalmasina neden olur ve bu azalmanin miktarindan GPx enzim aktivitesi
tayin edilir (Sekil 2.3).

Glutatyon
Peroksidaz

R-O-O-H + 2GSH ————— R-O-H + GSSG + H,0

Glutatyon
Rediiktaz

NADPH NADP+ 340 nm 1
Absorbans

Sekil 2. 3 Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinin tayin yontemi

Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinin hesaplanmasi, NADPH’nin 340
nm’deki extinction coefficienti (0.00622 uM™) degerinden yapilir. Bir tnite GPx
aktivitesi, 1 dakikada kullanilan ymol NADPH olarak hesap edilir.

2.5.3 Siiperoksit Dismutaz Aktivite Tayini

Superoksit Dismutaz enzim aktivite tayini kompetatif inhibisyon yontemine
dayanmaktadir. Bu yodntemde, reaksiyon ortaminda surekli olarak superoksit
anyonu olugturan ksantin oksidaz-hipoksantin sistemi mevcuttur. Bu sistemin agiga
cikardigi superoksit anyonlari reaksiyon ortamina ilave edilen kromojeni indirger ve
450 nm’de olglilebilen renk olusumuna neden olur (Sekil 2.4). Orneklerde ne kadar

SOD enzimi varsa, renk olusumu o kadar az olacaktir.

Ksantin Kromojen —— gﬁg :nTurenk
+ —_— O,

Ksantin

Oksidaz ™~ SOD —— H,O,

Sekil 2. 4 SOD enzim aktivitesinin tayin yontemi
Orneklerdeki SOD enzim aktivitesinin hesaplanmasi, olusturulacak SOD standard

egrisiyle yapilir. Bir Gnite SOD aktivitesi, maksimum renk olusumunu %50 inhibe
eden SOD miktar olarak kabul edilir.
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2.5.4 Okside ve Redukte Glutatyon Miktarinin élgiimu

Hucre orneklerinde bulunan redikte glutatyon (GSH) 2 vinylpyridine ile
konjuge edildi. Daha sonra ortama glutatyon rediktaz enzimi ilave edilip okside
glutatyon (GSSG) GSH'ya donusturuldu. GSH’da bulunan salfidril grubu §,5'-
dithiobis-2-nitrobenzoic asid ile (DTNB-Ellman reaktifi) reaksiyona sokularak sari
renkli 5-thio-2-nitrobenzoic acid (TNB) olusturuldu ve bu reaksiyonun timunde

TNB’nin olusum miktarindan GSSG’nun total miktari tayin edildi.
2.5.5 Hidrojen Peroksit Olgiimii

Hucre ic¢i hidrojen peroksit duzeyleri katalaz enziminin aminotriyazol ile
inhibisyon kinetigine bakilarak tayin edildi (Sekil 2.5). Katalaz enziminin inhibisyon

hizi, ortamdaki hidrojen peroksit konsantrasyonu ile orantili olacaktir.

Aminotriazol INAKTIE

KATALAZ + H,O, Al A7

Sekil 2. 5 Hucre i¢i hidrojen peroksit 6lgim yontemi

Hucre igi hidrojen peroksit (H,O,) dizeylerinin olgilmesi bu proje igin dnemli
¢cunki H,O,, NFkB yolagina direkt olarak etken bir madde. Antioksidan enzimler
H,O,'yi temizleyebilir ancak bu enzim seviyelerinin hiicrede artmis veya azalmis
olmasi hucre i¢i H,O, miktari hakkinda direkt bilgi vermez, sadece yorum yaptirabilir.
Bir antioksidan enzimin artmasi, o hucre icinde serbest oksijen metabolitlerinin
miktarinin az olmasi ile es deger degil. Hlcre icinde serbest oksijen metabolitlerinin
artmasli sebebiyle de antioksidan enzim seviyeleri artabilir. Hem H,O,’yi 6lgmek hem

de antioksidan enzim duzeylerine bakmak asil olani bizlere gosterecektir.

2.6 Antipksidant Enzim ifadelerinin Belirlenmesi Semi-Kantitatif RT-PCR
Yontemi lle Yapilacaktir

Tekrar yaratilan PTEN wt ve mutantlarinin antioksidant enzimler SOD ve GPx
ifadelerine olasi etkilerini saptamak icin PTENwt, PTENG129E, PTENG129R kalici

transfekte edilen akciger kanseri hucre dizilerinin mRNA’lari Trizol yodtemi ile
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(CHOMCYZNSKI ve SACCI, 1987) izole edildikten sonra antioksidant enzim ifadeleri
RT-PCR yontemi ile kantite edildi. Bu amacla literatlr taranarak uygun primer dizisi
saptanmis ve ayrintisi asagida verilmistir (SINHA, 2005). Kalici transfekte edilen
hicrelerden her grubun mRNA’sI ayri ayri izole edilip konsantrasyonu saptandiktan
sonra, RT-PCR tek tlpte sentez yontemiyle, ilk zincir cDNA sentezi Platinum Taq
DNA Polimeraz kiti (Invitrogen) ile kitin manuelinin yonergelerine gore gerceklegtirildi.
Ardindan, 10 mM dNTP karisimi, 0,2mM asagida sekanslari verilen primerler ile
98°C/5 dak ilk denatlrasyonu takiben 95°C 71 dak, SOD2 ve GPx igin58°C/45sn,
SOD1 igin 60°C/45sn, 72°C/45sn 30 dénglide gogaltildi. internal reaksiyon kontroli
ve test bantlarinin analizi i¢in aktin geni mRNA’s! kullanildi. Uriinler %2 agaroz jel
elektoroforezinde ayrimlandiktan sonra, jel dokimantasyon sistemi ile gérunttlenip,
bantlarin yogunluklari imaj analiz programi ile belirlenecek ardindan aktin mRNA

seviyesi standart alinarak antioksidant enzim ifadelerindeki degisiklikler yorumlandi.

(Zn-Cu)SOD1:
F: 5-AGC GAG TTA TGG CGA CGA AG-3’
R: 5-‘GGA TCG CCC AAT AAACAT 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 CCATGT 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 Kalici Transfeksiyon Yoluyla PTEN Vektorlerinin Hiicrelere Aktarimi

2.7.1 PTEN cDNAIlarin pcDNA4TETON Vektoriune Klonlanmasi

Planlanan calismada kullanilacak vektor klonlanan genin ifadesinin tetrasiklin
ile kontrol edilmesine olanak saglayan TETON vektorudur. Bog vektor multiple
klonlama bolgesinde tasidigi EcoRI restriksiyon enzimi kesim bolgesi kullanilarak
kesilecek ve PTEN wt ile mutant genleride ayni enzimle kesildi. Restriksiyon
endoniikleaz kesimi 37°C 16 saat olarak yapildi ve 1 mikrogram DNA 1 Unite enzim
kullanilarak kesildi. Kesimin dogrulanmasi %1 agaroz jel elektroforezinde yapildi.
Kesildigine emin olunan insért PTEN cDNA’lari ve vektor U.V. 1s1g1 altinda jelden
bistirt ile kesilerek bir ependorf tipe alindi ve hemen promega’nin gelden DNA
izolasyon kiti kullanilarak DNA’lar izole edildiler. Daha sonra ligation reaksiyonunda
vektorun kendi kendine kapanmasini (insort almadan) engellemek amaci ile vektor

alkalen fosfataz enzimi (CIAP) ile asagida belirtildigi sekilde defosforile edildiler;

4 mikrogram Vektor DNA
20 Unit Calf Intestinal Alkaline Fosfataz
5ml 10xAlkaline Fosfataz Buffer

ve toplam hacim 50 mikro litreye Steril distile su kullanilarak tamamlandiktan sonra,
37°C de 30 dakika inkiibe edilecek ardindan enzimin inaktif hale getiriimesi igin 75°C
de 10 dakika inklbe edilecektir. Ardindan 2 kez fenol/kloroform (1:1) extraksiyonu
yapilarak 6rnede final konsantrasyon 150 mM olacak sekilde NaCl eklenecek ve
Uzerine Oornegin 2.5 kati soguk etanol konularak prespite edildi ve bdylece 3’fosfat

gruplari uzaklastirilmis vektor DNA saf olarak elde edilmistir.

Defosforile  edilen  vektdr spektrofotometrik olarak  konsantrasyonu
hesaplandiktan sonra vektor insort orani 1 e 4 olacak sekilde PTEN wt, PTEN
G129E, PTEN G129R icin ayri tipler hazirlanacak ve bu tuplere; T4DNA ligaz + T4
DNA ligaz 10x Buffer da ilave edilip total hacim 20 mikrolitreye steril distile su
tamamlanip 16°C de 16 saat inkiibe edilerek ligation reaksiyonun tamamlanmasi

saglanmistir.
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2.7.2 Transformasyon

Ligation reaksiyonun bitmesinin ardindan tum o6rnek E.Colinin bir sugu olan
JM109’ a transformasyon yoluyla aktarilip daha sonra plazmit izolasyonu yapildi ve
klonlamanin olup olmadigi klonlamada kullanilan EcoRI enzimi ile kesim yapilarak
agaroz jel elektroforezinde test edildi. Buna goére klonlama gerceklestiyse PTENwt,
PTEN G129R ve PTEN G129E icin restriksiyon endonlkleaz kesimi sonucunda 5.3
kb(vector) ve 1.2 kb (PTEN cDNA) olmak Uzere 2 bant verecektir. Ardindan
hazirlanan PTEN wt, PTEN G129R ve PTEN G129E ifade vektorleri tekrar sekans
analizine gonderilerek klonlama sirasinda herhangi bir mutasyon yaratiimadigi test
edildi ve ifadesinin dogrulanmasi igin kalici transfeksiyon yénteminden 6nce gecici
transfeksiyon yontemiyle PC14 hucrelerine FUGEN HD kullanilarak aktarildi ve
PTEN ifade vektorlerinin galisip calisiimadigr da western blot yontemiyle kontrol
edildi.

2.8 invazyonunun Belirlenmesi

Planlanan calismada PTEN’in hlicre invazyonuna etkisinin saptanmasi igin
BioCoat Matrigel Invasyon Chamber-invazyon odalari (BD Biosciences, Clontech)
kullanildi. Bu invazyon odaciklarinin hicrelere sagladiklari 6zel sartlar sayesinde biz
in vitro kosullar altinda hucrelerin invaziv Ozelliklerini saptayabilmekteyiz. Bu
invazyon odaciklari 8 mikron ¢apli porlar igeren bir membran ile értuludur ve bu porlu
membran ayrica bir matrijel matrix ile kaphdir. Bu matrigel matrix bize bazal
membrani in vitro kosullarda olusturma imkani saglar. Bu membran sayesinde
invasiv  Ozelligi olmayan hucrelerin  membranin  diger ylzeyine gegmesi
engellenmektedir. Bu membrandan diger ylize ancak invaziv hucreler
gecebilmektedir. Dolayisi ile matrijel membran bize invaziv ve invaziv olmayan

hidcrelerin birbirinden ayirabilme imkani sunar.

Bos vektor ve stabil PTEN ifade eden (PTENwt (pcDNATETON-Pten), PTEN
G129E (pcDNATETON -PTEN G129E), PTEN G129R (pcDNATETON -PTEN
G129R)) PC14 hiicreleri her invazyon odasinda 1.25x10° olacak sekilde invazyon

odalarina ekildi Uzerlerine 0.5mlI RPMI1640 (serum icermeyen) konulurken invazyon
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odaciginin disina 0.75 ml %10 FBS iceren RPMI1640 konuldu hiicreler 24 saat 37°C
de CO.'li inkiibatérde inkiibe edildiler. inkiibasyon saatinin sonunda invaziv ézellikte
olan hducreler invazyon odaciginin porlu olan membraninin dis yuzeyine
gececeklerinden invazyon odaciginin icindeki besi yeri uzaklastirildi ve ardindan
spatulle i¢ yuzeyindeki hiucreler kazinip atildi. Dig yuzeydeki hiucreler 6nce metanol
ile fixe edildi, ardindan da Toludine (%1) ile boyanip, kurutuldu ve mikroskop altinda

invaziv hucreler sayildi.
2.9 Hiicrelerin Soft Agarda Koloni Olusturma Yeteneklerinin Belirlenmesi

invazyon ve metastaz olaylarinin erken asamasinda hiicrelerin bulunduklari
veya tutunduklari boélgeden ayrilmalari gelmektedir. Bu sebeple Invaziv
kapasitelerinin belirlenmesinde bir diger etkili metod “anchorage bagimsiz” blyume
yeteneklerinin saptanmasidir. Bu yontemde, kalici olarak pcDNATETON bos vektord,
PTENwt (pcDNATETON -PTEN), PTEN G129E (pcDNATETON -PTEN G129E),
PTEN G129R (pcDNATETON -PTEN G129R) kalici transfekte edilen PC14 hicreleri
asagida ayrintih sekilde anlatildigi gibi hazirlanan olan soft agar igersinde bliyumeye
birakildi ve 3 hafta sonra hiicrelerin olusturduklari koloni sayisi tespit edildi. iki kat
konsantre olarak hazirlanacak olan RPMI1640 besi ortami ve %1.2 lik noble agar
steril edildikten sonra agar ve besi ortami 1:1 oraninda karistirilarak alt zemin agarin
(%0.6 konsantrasyonunda) her wellde 1.5 ml olacak sekilde 6 well platelere dokuldu
ve donmasi beklendi. Bu asamada Ust tabaka agarin hazirlanmasi icin hucreler
tripsinize ederek ayri ayri sayildi ve her gurup birbirinden ayri 1x10° hiicre/ml olacak
sekilde steril tipler icinde bekletildiler. Sayilan hiicreler her deney grubu icin 50 ml
tlp icerisine, her ornekten 3 tekrarl olacak sekilde 2ml 2x besi ortami+1ml %1.2
noble agar+0.6ml distile su+0.4 ml stok hucre konarak karistirildi ve 6 weller'de
kurumus olan alt tabaka agar Uzerine ikinci tabaka olarak her welle 1ml dokuldu. Bu
sekilde hazirlanan hiicreler 37°C de %5 CO, ve %95 nem iceren inkiibatdrde 3 hafta
inkiibe edildiler. inkiibasyon suresinin sonunda hiicreler %1.5 glutaraldehit ve %0.06
metilen mavisi iceren PBS icersinde fikse edilip boyanarak olusturduklari koloni

sayisi belirlendi.
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3.Bulgular

3.1 Yonlendirilmis mutasyon Yéntemi ile Wt-PTEN cDNA’da PTENG129R ve
PTENG129E Mutasyonlarin Olusturulmasi

PTEN, dual etkili (hem protein fosfataz hem de lipid fosfataz olmak Uzere iki
farkh etkisi olan) bir timdr baskilayici gen drtnadar. Bu dual etkisinde 129. amino
asitinin rolinin o6nemli oldugu rapor edilmistir (MAYERS MP. ve ark., 1998,
OKUMURA K. ve ark., 2005). Normalde wt PTEN proteinin 129. amino asiti glisindir
(GGA) ve bu PTEN tumor supressor geninin hem lipid defosforilaz hem de protein
defosforilaz etkisini gbstermesine izin verir. 129. aminoasitin glutamik asit ile
yerdegistirmesi (GAA) PTEN in lipid fosfataz aktivitesinin kaybina neden olup protein
fosfataz aktivitesinin devamini saglar (MAYERS ve ark., 1998). 129. amino asitin
arjinine (AGA) donusturulmesi PTEN in hem protein fosfataz hem de lipid fosfataz
aktivitesinin kaybina neden olarak katalitik olarak inaktif PTEN yaratir (OKUMURA
ve ark., 2005). Dolayisi ile dual etkili olan PTEN’ in NSCLC daki invazyonu
baskilayici etkisinin protein fosfataz etkisi ile mi, yoksa lipidfosfataz etkisi ile mi
oldugunu anlamak amaciyla projemizde PTEN geninin iki mutantinin olusturulmasini
amacladik. Bu amagla, Nokta mutasyonlarinin olusturulmasi igin “genTailor Site-

Directed Mutagenesis System” (invitrogen) kullaniimistir.

Bu sistem kabaca sdyle calismaktadir: Kalip olarak kullanilacak olan

mutasyonu yapilacak olan cDNA'yi ihtiva eden ifade vektorl ilk 6nce metilasyon
reaksiyonuna tabi tutuluyor ve boylece metillenmesi saglaniyor, ardindan bu metilli
vektor kalip olarak kullanilarak, yaratiimasi istenilen nokta mutasyonunu tasiyan
primerler ile PCR reaksiyonu gergeklestiriliyor ve boylece istenilen mutasyonu ihtiva
eden ifade vektdéri PCR reaksiyonu sonucu sentezlenmis oluyor. Dolayisi ile
islemlerin ardindan kalip olarak kullanilan ve wt cDNA'y1 iceren vektor metillenmigken
yeni sentezlenmis ve istenilen mutasyonlari tagidigi disundlen vektor metillenmemis
oluyor. Ardindan tim bu Urlnler 6zel bir E.Coli susu olan DH5alfa-T1’e transforme
edildiler. Bu susun Ozelligi sahip oldugu “Mcr” ve “Mrr” restriksiyon enzimleri
sayesinde metilenmis olan DNA'y1 keserek metilli kalip DNA’'nin yikilmasina sebep
vermeleridir. Dolayisi ile tum PCR reaksiyonu bu DH5alfa-T1 E.Coli susuna

transformasyon yodntemi ile aktarildiginda tup iginde az miktarda olan metilenmis
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kalip wt cDNA'y1 tagiyan vektor bakteri enzimleri tarafindan yikildigindan ve sadece
PCR reaksiyonu sayesinde olusturulan metilsiz ifade vektorinin bakteride

¢ogaltilmasi saglanmistir.

Biz bu yontemle PTEN cDNA'da G129R ve G129E mutasyonlarini yontem
bolimdnde ayrintili olarak aciklandigi gibi klonladik. “Yonlendirilmis mutasyon”
reaksiyonlari birbirinden bagimsiz gunlerde 3 tekrar olarak yapilmistir. Bu deneyler

sonucu elde edilen PCR Urlnleri sekil 3.1’de goriimektedir.

GlZ9R
GlZ9E
GlZ9R
GlZ9E

E1259R
Z1Z5E

Sekil 3. 1 Yoénlendiriimis mutasyonun vyaratildigi PCR reaksiyonu sonucu

olusan urunler

Sekil 3.1 de gorulen pcr drunleri (birbirinden bagimsiz 3 farkli deney sonucu
elde edilmiglerdir) DH5alfa-T1 E.Coli susuna transforme edildiler. Bu susun 6zelligi
sahip oldugu Mcr ve Mrr restriksiyon enzimleri sayesinde metilenmis olan DNA vyi
keserek metilli kalip DNA'nin yikilmasina sebep vermeleridir. Dolayisi ile tim PCR
reaksiyonu bu DH5alfa-T1 E.Coli susuna transformasyon yontemi ile aktarildiginda
tlp icinde az miktarda olan metilenmis kalip DNA yikilacak ve PCR reaksiyonu
sayesinde olusturulan mutasyonu tasiyan DNA bakteride cogaltilacaktir. ifade
vektorimuzian amphisilin direng geni tasidigindan dolayi transformasyon isleminden
sonra DH5alfa-T1 E.Coli sugsu amphisilin (50 mikrogarm/ml) iceren kati besi yerine
yayma ydntemi ile ekilmis ve 37°C’de 18 saat inkiibe edildiklerinde kolonilerin
olustugu goézlenmistir. Olusan bu kolonilerin hangisinde bizim yarattigimiz
mutasyonun olustugunu saptamak amaci ile tek koloni yontemi ile tek tek alinarak
amphisinli (50 mikrogarm/ml) LB igersinde 37°C de 24 saat gogaltilan bakterilerden
plazmit izolasyonu yapiimistir (Sekil 3.2).
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Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 El1 E2 E3 E4 ES5 E6 E7 E8

RS R10 R11 R12 R13 ES E10 El1ll El12 E13

Sekil 3. 2 DHb5alfa-T1 E.Coli susundan izole edilen plazmitler.

Dolayisi ile PTENG129R ve PTENG129E mutasyonlari i¢in 13’er fakli koloniden
izole edilen 26 farkli plazmit (Sekil 3.2) mutasyonun yaratilip yaratiimadigini
dogrulamak igin DNA sekans analizine gonderilmistir. DNA sekans analiz sonuglari
G129R mutasyonunun R2 ve R11 isimli kolonilerde, G129E mutasyonunun ise E2

isimli kolonide oldugunu dogrulamistir (Sekil 3.3).
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TGGAAAGGGACGANAC

PTEN wtcDNA G125

TGGAAAGGAA CGAAC

PTEN G125E mutant

TG GAAAGAGACGAAC

| y WJWNX\/‘[\/X\/ o

Sekil 3. 3 Yonlendiriimis mutasyon reaksiyonu ile istenilen mutasyonlarin

yaratildigini gosteren DNA sekans analiz sonucu

Dolayisi ile bu sonuglar Projemizde yapmayi 6n goérdigimiz PTEN G129R ve

PTEN G129E mutasyonlarinin yapildigini agikgca gostermektedir.
3.2 TETON Sistemine PTENcDNA’larin Klonlanmasi

Bir énceki TUBITAK projemizde wt PTENcDNA'sini klonladigimiz ve bu proje
calismalarimizda da kalip olarak kullandigimiz PTENwt pcDNA3.1 vektoru bir asir
ifade vektorudur. Dolayisi ile tumor baskilayici genlerin asiri ifadesi hiicre dlimune
sebep olabilecedinden gen transferi sonrasi transfekte hlcrelerin segiliminde problem
yasanacagl Ongorulerek bu calismamizda vektor sistemi olarak kultir ortamina
tetrasiklin eklendiginde klonlanan genin ifadesine izin veren TETON ifade vektor
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sistemi kullaniimigtir. Bu vektor sistemi pcDNAG/TR ve pcDNA 4/TO olmak uzere iki
vektorden olugsmaktadir (Sekil 3.4).

TRANSKRIPSYON l’ l'
+ TETRASIKLIN

- ‘;'?'-

TRANSKRIPSIYON I G
-y

TR: Represor

Sekil 3. 4 TETON sistem vektorleri iki vektérden olusmakdatir. PcCDNAG/TR devamli
bir represor ifadesi yaratir ve bu repressor pcDNA 4/TO vektorinin promotorunda
yer alan baglanma bdlgesine baglanarak promotor altina klonlanan genin ifadesine
engel olur. Ortama tetrasiklin eklendiginde ise tetrasiklin represdre baglanir ve
repressorin pcDNA 4/TO promotoruna baglanmasini engelleyerek klonlanan genin

ifadesine izin verir.

Bir 6nceki TUBITAK projemiz kapsaminda pcDNA3.1’e klonlanan PTENwt bu
calismalarimiz kapsaminda “Yénlendiriimis mutasyon” reaksiyonunda kalip olarak
kullanildigindan dolayr wt ve G129E,G129R mutasyonlu PTEN cDNA’larin timu
pcDNA3.1 vektoru Uzerinde yer almistir. Dolayisi ile bunlarin bu vektorden
cikartilarak TETON vektor sitemi tasiyici vektori pcDNA4/TO vektorine yeniden
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klonlanmalari gerekmektedir. Buna goére ilk 6nce pcDNA3.1-PTENwt, R ve E
plazmitleri EcoRI enzimi ile kesilerek PTENwt, R ve E cDNA’lari izole edilecek
bundan sonra bu cDNA’lar ve bunlarin klonlanacadi pcDNA4/TO EcoRI ile kesilecek,
ardindan da pcDNA4/TO vektorine PTENwt, R ve E cDNA’lar ligation reaksiyonu ile

takilacaktir. Bu klonlama stratejisini asagidaki sekilde gormektesiniz (Sekil 3.5).

EcoRI PT@R' EcoRI kesimi:2: 379C de 24 saat
pcDNA3. 1+
—-

pPcDNA 4/TO vektdre

T4 DNA ligaz ile Ligasyon
Vector insort orani1:5,

16C O/N inkiibasyon

EcoRI .= PTEN co
EcoRI Kesim O FeoRl
/—f’

R

—

pPcDNA 4/TO

pcDNA 4/TO

Tum Ligasyon reaksiyonunun JM109 Hiicrelerine Trasnformasyonu

Amfisilinli Kat1 besiverine ekim

Kolonilerin tek tek Amp LB igersine ekimi

l

Mini prep

Sekil 3.5 pcDNA 3.1-PTENwt, pcDNA3.1-PTENR, pcDNA3.1-PTENE'lerden
PTENcDNA'larinin ¢ikartilarak TETON sistem vektori pcDNA4/TO vektdrine

klonlanmalari
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Dolayisi ile pcDNA 3.1-PTENwt, pcDNA3.1-PTENR, pcDNA3.1-PTENE
‘lerden PTEN cDNA’lar EcoRI enzimi ile 37°C'de (Imikrogram DNA, 1U EcoRI, 1x
Buffer) kesilerek agaroz elektroforezinde cDNA’larin vektérden ayrildigi gortlmus
(Sekil 3.6) ve ardindan bu cDNA’lar jelden kesilerek izole edilmistir (Sekil 3.7).

EcoRIl Kesim

R

pcDNA3.1-PTENE

=
L
[
&

-
)
<
=
(]

Kb Marker
pcDNA3.1 PTENwt

)
o
----> pcDNA3.1

& >PTEN cDNA

Sekil 3. 6 PTEN cDNA’larin pcDNA vektorden gikariimasi

Sekil 3. 7 PTENwt, R ve E cDNA’larin jelden kesilerek izolasyonu
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Ardindan jelden izole edilen PTENwt, G129R ve G129E cDNA’lari “Promega
jelden DNA ekstraksiyon kiti” kullanilarak saflastiriimis ve agarozdan arindiriimigtir.
Bu cDNA’larin TETON sistem vektorlerinden pcDNA4/TO, vektérine klonlanmasi
amaci ile bu vektor ve jelden izole edilen PTENcDNA'lar EcoRI enzimi ile 37°C’de
(Imikrogram DNA, 1U EcoRI, 1x Buffer) kesilerek klonlama igin gerekili
komplementer sarkik uglarin hem vektér hem de insodrtlerde olusturulmasi
saglanmistir. Restriksiyon enzim kesim isleminin ardindan pcDNA4/TO vektorinin
insortleri almadan kapanmasini engellemek amaci ile vektor Alkalen fosfataz enzimi
ile 37°C de 12 saat defosfore ( 2 mikrogram Vektér DNA, 2U Alkalen fosfataz, 1x
Buffer) edilmigtir. Bu sayede hazirlanan vektor ve PTENcDNA'lar T4 DNAligaz enzimi
ile 16°C de 18 saat ligation reaksiyonuna (500ng defosforile edilmis vektér, 1500ng
PTENCcDNA, 2U DNAT4Ligaz, 1x Ligaz Buffer) tabi tutulmuslar ve ardindan JM109
kompotent bakterilere bu tum ligation reaksiyon icerikleri TET4-PTENwt, TET4-
PTENG129R ve TET4-PTENG129E olarak isaretlenerek i1si soku ile transforme
edilmislerdir. Transformasyon isleminin ardindan bakteriler 50 mikrogram/ml amfisilin
iceren kati besi yerlerine ekilmis ve 37°C de 24 saat inkiibe edilmislerdir. inkiibasyon
suresinin sonunda beliren kolonilerden tek koloni ekim yontemi ile bakteriler alinip
50mikrogram/ml amphisilin igeren sivi LB igersinde c¢ogaltimis ve Kkolonilerden
plazmitler tek tek QIAGEN plazmit izolasyon kiti kullanilarak izole edilmistir.
Klonlamanin dogru bir sekilde gerceklestigini dogrulamak igin kolonilerden izole
edilen plazmitler klonlamada kullanilan EcoRI enzimi ile 37 °C’de 24 saat kesilmis ve
sure sonunda reaksiyon Urunleri agaroz jel elektroforezine tabi tutulmustur. Buradan
beklenen klonlamanin gergeklestigi kolonilerden izole edilen plazmitlerin EcoRI
kesimi sonucu klonlanan vektérden insértiin ayrilmasi ile insért (PTENCDNA) ve

vektorun iki ayri bant olarak jelde belirmesidir.

Bu amacgla, pcDNA4/TO-PTENwt ligation reaksiyonu transforme edilmis
bakterilerin bulundugu petri kabindan alinan 5 kolonide de klonlamanin gergeklestigi
ve pcDNA4/TO vektorine PTENwt cDNA’nin yerlestirildigi anlagiimaktadir (Sekil 3.8)
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1kb marker

koloni 5
koloni 4
koloni 3
koloni 2
koloni |

-> Vektdr

-> PTENwtcDNA

Sekil 3. 8 EcoRI enzim kesiminin ardindan secilen bes kolonininde PTENwt ihtiva
ettigi gorulmektedir

pcDNA4/TO-PTENG129E ligation reaksiyonu transforme edilmis bakterilerin
bulundugu petri kabindan alinan 6 kolonin 5 inde (6. Klon hari¢) klonlamanin
gerceklestigi ve pcDNA4/TO vektdrine PTENG129E cDNA'nin yerlestirildigi
anlasiimaktadir (Sekil 3.8).

pcDNA4/TO-PTENR ligation reaksiyonu transforme edilmis bakterilerin

bulundugu petri kabindan alinan 7 koloniden 7’sinde klonlamanin gergeklestigi ve
pcDNA4/TO vektdrine PTENG129R cDNA'nin yerlestirildigi anlasiimaktadir (Sekil
3.9)

TETON-PTENLI29E EcoRIl TETON-PTENI29R Ecokl
i 5 ¢

»>Vektde >Vektdr

125BcDNA
>PTENGL29RoDNA

Sekil 3. 9 EcoRI enzim kesiminin ardindan PTENG129E igin segilen alti koloniden 5
tanesinde (6. koloni hari¢) klonlanmanin gergeklestigi gorulurken, PTENG129R igin

ise segilen 7 kolonin timunde klonlamanin gergeklestigi goriimektedir.
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Klonlamada tek restriksiyon enzimi, EcoR [, Kullandigimiz igin bu asamada
sorulacak soru PTENcDNA'larinin pcDNA4/TO vektorine sens mi? anti sens
istikametinde mi? girdigidir. Dolayisi ile ifadesinin saglanabilmesi icin sens
istikametinde (yani 5> 3’ yoninde) klonlamanin gergeklesmesinin sart olmasi
sebebi ile bizim bu klonlarimizin PTENcDNA'larini sens oryantasyonunda mi? Yoksa
anti sens oryantasyonunda mi? Ihtiva ettigini anlamamiz gerekmektedir. Klonlama
oryantasyonunu anlayabilmemiz i¢in klonlamada kullandigimiz restriksiyon enzimini
kullanamayiz. Bunun igin klonlama bolgesi disinda hem PTENcDNA hem de
pcDNA4/TO vektor sekansi icersinde sadece 1 kesim bolgesi olan bir restiriksiyon
enzimi bulmamiz gerekmektedir. Dolayisi ile bu bulacagimiz yeni enzim ile kesim
yaptigimizda sens ve anti sens klonlamada restriksiyon enzim fragmentlerinin

uzunluklari farkh olacagindan klonlama oryantasyonunu belirleyebilecegiz.

Bu sebeple PTENCDNA ve pcDNA4/TO vektor sekanslari “Genetyx”
programinda restriksiyon enzim kesim bolgeleri agisindan analiz edilerek
programdan bu sekanslari sadece bir bolgeden kesen restiriksiyon enzimi
sorgulanmigtir. Analizlerimiz sonucu Scal enziminin PTENcDNA ve pcDNA4/TO
vektorinu birer bolgeden kestigi saptanmis ve oryantasyon saptamada bu enzimin

kulanilmasi kararlastiriimistir (Sekil 3.10).

Scal

EcoRI
PTEN ¢DNA EcoRI

PTEN cDNA X

pcDNA4/TO

Sca[ 6662nt

4636

<

1210

950

Sekil 3. 10 PTENcDNA ve pcDNA4/TO vektoru tzerinde Scal kesim Bolgeleri
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Bu stratejiye gore PTEN cDNA sens (5°-> 3’) istikametinde vektore
klonlanmis ise Scal enzimi kesimi sonucu olusacak iki DNA fragmentinin

uzunlugu:

4636+(1210-950)=4886
(6662-4636)+950=5002

olmasi beklenirken, anti sens yoninde klonima gergeklesmis ise bu sefer Scal enzimi

kesim sonucu olugsacak fragmentlerin uzunluklari;

4636+950= 5586
(6662-4636)+(1210-950)=2286 olmasi beklenmektedir.

Dolayisi ile pcDNA4/TO-PTENwt igin 1-5 nolu kolonilerden, pcDNA4/TO-
PTENG129E icin 1-5 nolu kolonilerden, pcDNA4/TO-PTENG129R icin ise 1-7 nolu
kolonilerden izole edilen plazmitler bu sefer Scal restriksiyon enzimi ile kesilerek
agaroz jel elektroforezine tabi tutulmus ve olusan DNA fragmentleri analiz edilerek
sens oryantasyonda klonlamanin oldugu koloniler PTENwt,R ve E mutantlari igin
belirlenmeye calisiimistir. Bu deney sonuclarina gére, pcDNA4/TO-PTENwt
klonlamasi icin sadece 2 numaral kolonide klonlamanin sens istikametinde oldugu
saptanirken (Sekil 3.11), pcDNA4/TO-PTENG129E igin 1, 2 ve 5 nolu kolonilerde,
pcDNA4/TO-PTENR igin ise 3, 5 ve 7 nolu kolonilerde klonlamanin sens istikamette
gerceklestigi saptanmistir (Sekil 3.12). Dolayisi ile bundan sonra yapacagimiz PC14
hicrelerine gen transfeksiyonu deneylerinde bu klonlardan izole ettigimiz plazmitler

kullaniimistir.
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Sekil 3. 11 pcDNA4/TO-PTENwt Scal kesimi agaroz jel goruntusu

TETON PTEN129E TETON PTEN129R Scal Kesimi

Sekil 3. 12 pcDNA4/TO-PTENE vepcDNA4/TO-PTENR Scal kesimi agaroz jel
goruntusu

Boylece, projemizde kullandigimiz PTEN wt, PTEN129R ve PTEN129E
mutant cDNAlarini tasiyan ifade vektorleri, hic PTEN ifade etmeyen PC14

hicrelerine kalici transfeksiyon yoluyla aktarilmak igin hazir hale getirilmislerdir.
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3.3 Kalici Transfeksiyon Yoluyla PTENwt, PTEN G129R ve PTEN G129E

Genlerinin PC14 Hucrelerine Transfeksiyonu ve Transfekte Hiicrelerin Segilimi

Kalici transfeksiyon yonteminde hangi ajanin kullanilacagini test etmek icin
PC14 hucrelerine ilk 6nce GFP (yesil floresans protein) vektort, en sik kullanilan
transfeksiyon ajanlari olan Fugen HD ve Lipofectamine2000 ile transfekte edildi.
Transfeksiyonun 24 saat ardindan, transfekte hicrelerdeki GFP ifadesi floresans
mikroskobu altinda gozlenerek PC14 hicrelerinde hangi transfeksiyon ajaninin daha

etkili oldugu kararlastiriimaya calisildi.

Lipofectamine2000

FUGEN HD

Sekil 3. 13 Transfeksiyonun 24 saat ardindan PC14 Hucrelerindeki GFP ifadesi.

Sekil 3.13'de goérildigu gibi FUGEN HD PC14 hicreleri icin daha uygun bir
transfeksiyon ajanidir, dolayisi ile bundan sonraki transfeksiyon deneylerinde
FUGEN HD kullaniimistir. Projemiz kapsaminda tetrasiklinle induklenebilen TETON
vektor sistemlerini kullanacagimizi daha once belirtmistik. TETON vektor sistemi
pcDNA4 ve pcDNAG vektorlerinden olusmaktadir (Sekil 3.14).
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Sekil 3. 14 TETON vektor sisteminin calisma mekanizmasi

TETON vektor sisteminin calismasi icin htcrelerin ilk 6nce devamli repressor
uretimi gergeklestirip pcDNA4 de klonlanmis olan genin ifadesini engelleyen pcDNA6
ile transfeksiyonlari gerekmektedir. Ardindan pcDNAG transfekte edilen hucrelere
klonlanmis gen ihtiva eden pcDNA4 transfekte edilmelidir. Dolayisi ile PC14 hicreleri
ilk 6nce pcDNA 6 ile transfekte edildiler ve Blastosidin (100mikrog/ml) secildiler.
Blastoside direncli dolayisi ile pcDNAG iceren PC14 hucrelerinin seleksiyonu 3 hafta
surdu. Ardindan, Dr. Akga tarafindan hazirlanmis olan pcDNA4-PTENwt, pcDNA4-
PTENG129R ve pcDNA4-PTENG129E ifade vektorleri bu segilen hicrelere FUGEN
HD ile transfekte edildi ve transfektantlar blastosidin (100mikrog/ml) + zeosin (10

mikrog/ml) ile 26 glin boyunca segildiler (Sekil 3.15).
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PCH4 1et 0. gin PCHtetds 0500 PCH PTENW 0gGn  PCH PTENR .gdn PC14 PTENE 0980
PCH et 1208 PCH ted® 1230 PCH PTENM 12000 PCH PTENR 12008  PCI4 PTENE 12g0n

PCM btk 1hgin  PCWM PTENW Mgin _PCI4_PTENR 19.088

PO et 26gin PCH tetdS 26g0a PC14 PTENW 2690n  PCW PTENR 26.98n PCH PTENE 26900

Sekil 3. 15 Transfeksiyonun ardindan hucrelerin segilimi

26 gun sonunda koloniler tripsine edilerek dagitimis ve PC14-tet4/6(bosvektor,
mock), PC14-PTENwt, PC14-PTENG129R ve PC14-PTENG129E olarak
isimlendirilmislerdir. Transfekte PC14 hucrelerinde PTEN ifadesinin tetrasiklin ile
saglanip saglanamayacagini dolayisi ile TETON vektér sisteminin calisip
calismayacagini test etmek igin, PTENwt transfekte edilen hiicrelerde besi ortamina
2 mikrogram/ml tetrasiklin ilavesinden sonra PTEN ifadesinin ne zaman bagladigi ve
ne kadar surdugu western blot yontemi ile 0, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96 ve 120.

saatlerde aragtiriimigtir.

38



A 0 2 4 B 12 24 48 72 96 120 hrs.

PTEN e g RO e -

PTEN

60

40

Optik Dansite

(-
0 2 4 8 12 24 48 72 96 120

Sekil 3. 16 TETON sisteminin 2 mikrogram/ml tetrasiklin ilavesinin ardindan

calisarak PTENwt ifadesinin gerceklesmesi A) Tetrasiklin ilavesinden sonra PTEN

ifadesinin western blot ydntemiyle saptanmasi B) Western blot bantlama

densitometrik analiz sonuglari

Sekil 3.16’ da goéruldugu Uzere tetrasiklin ilavesinin ardindan PTEN ifadesi 4.
saatte baglamakta, 24. saatte maksimum seviyesine ¢ikarak 120. saatin sonunda bile
devam etmektedir. Bu sonucun ardindan bos vektor, PTEN wt, PTENG129R ve
PTENG129E trasfekte edilen hlcrelerdeki PTEN ifadeleri de western blot yontemi ile

arastinimistir.
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Sekil 3. 17 Mock (pcDNA4+pcDNA6), PTENwt, PTENG129R ve PTENG129E

transfekte edilen hiicrelerde PTEN ifadelerinin tetrasiklin ile gergeklestiriimesi

Sekil 3.17° de normalde PTEN ifade etmeyen PC14 hicrelerinde PTEN
transfeksiyonunun basarili bir sekilde gergeklestigini ve PTEN ifadesinin sadece
tetrasiklin ilavesi ile 24. saatin sonunda gercgeklestigi acikga gorulmektedir. Bu
sonuglar bize hem PTENwt ve mutantlarinin transfeksiyonunu bagari ile
gergeklestirdigimizi hem de TETON vektor sisteminin basarili bir sekilde galistigini
gOstermektedir. Bu sonuglar ardindan bu transfekte hicrelerdeki SOD, GPx, Katalaz
aktiviteleri hem enzim aktivitesi hem de RNA ifadesi yonleri ile tetrasiklin

arastinimistir.

Antioksidant enzimler SOD, GPx ve Katalaz aktivitelerinin bos vektor, PTENwt,
PTENR ve PTENE transfekte edilen hicrelerdeki ve mRNA ifadeleri asagida

gOrulmektedir.
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3.4 PTEN ifadesinin SOD, GPx ve Katalaz Aktivitesi Uzerine Etkisi
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Sekil 3. 18 PTENwt ve mutantlarinin ifadelerinin SOD enzim aktivitesi Gzerine etkisi

Bos vektor (tetd/6) transfeksiyonu SOD enzim aktivitesini 0. saate gore
degistirmezken, PTENwt transfeksiyonu 24 ve 48. saatlerde aktivite artisina neden
olmustur. PTENG129R transfekte hicrelerde SOD enzim aktivitesi sadece 48. saatte
neden olmustur. PTENG129E transfekte hlcrelerde ise SOD enzim aktivitesi O.
saatle karsilastirildiginda artmamis hatta 72 saatte diusmustur (Sekil 3.18).
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Sekil 3. 19 GSH Uzerine bosvektor, PTEN wt, PTENG129E ve PTENG129R

ifadelerinin etkisi, p<0.05.

PTEN ifadesinin GSH Uzerinde spesifik bir etkisi saptanamamistir.
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Sekil 3. 20 GPX enzim aktivitesi Uzerine bogvektor, PTEN wt, PTENG129E ve
PTENG129R ifadelerinin etkisi, p<0.005.
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Bogvektor, PTENwt, PTENG129R, PTENG129E transfeksiyonu GPx aktivitesini
0, 24, 48 ve 72. saatlerde tum transfektant gruplarda paralel olarak artiyi saptansa
da, bu artis PTENwt transfekte hlcrelerde diger gruplara nazaran daha yuksektir
(Sekil 3.20).
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Sekil 3. 21 PTENwt ve mutant ifadelerinin Katalaz enzim aktivitesi Uzerine etkisi

Katalaz aktivitesi bos vektor transfekte edilenler hicrelerde en ylksek
saptanmistir. PTENwt transfeksiyonu 48 ve 72. saatlerde katalaz aktivite artisina
neden olmus, PTENE transfekte edilen hlcrelerde katalaz aktivitesi hemen hemen
PTENwt transfekte edilen hicrelerdeki seviyede iken, PTENR transfeksiyonu katalaz
aktivitesini PTENwt ve PTENE hcrelerine nazaran arttirmistir (Sekil 3.21). Enzim
aktivitelerinden SOD ve GPx enzim aktiviteleri ile GSH Uzerine PTEN wt ifade
etkisinin 24. Saatlerde PTEN mutant ve bosvektor ifadelerinden farkli oldugu
belirlenmistir(p<0.05). Fakat PTENwt ifadesinin katalaz enzim aktivitesi Gzerindeki

etkisi istatistiksel olarak diger gruplardan farkli bulunmamistir.

Enzim aktivitelerinin Gzerine PTEN wt ve mutantlarinin etkileri arastirildiktan
sonra bu enzimlerin mRNA ifadelerinin PTENwt ve mutant transfeksiyonundan
etkilenip etkilenmedigi de semiRT-PCR teknigi ile 0, 24, 48 ve 72. saatlerde
arastinimistir (Sekil3.22, 3.23 ve 3.24).
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Sekil 3. 22 PTENwt ve Mutantlarinin GPx mRNA ifadesi Uzerindeki etkileri

Zn-CuSOD
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Sekil 3.23 PTENwt ve Mutantlarinin Zn-CuSOD mRNA ifadesi Gzerindeki etkileri
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Sekil 3. 24 PTENwt ve Mutantlarinin MnSOD mRNA ifadesi Gzerindeki etkileri

SemiRT-PCR sonuglari mnSOD mRNA ifadesi hari¢ maalesef enzim aktivite
sonuglarimizi desteklememektedir. Bunun sebebi enzim aktivitelerindeki faklliklarin
birbirine yakin olmasi ve dolayisi ile semi RT-PCR tekniginin bu farki yakalayacak

hassasiyette olmamasindan kaynaklaniyor olabilir.

3.5 SOD, GPx ve Katalaz Enzim ifadelerinin Western Blot Yoéntemi ile

Belirlenmesi

Westen blot sonuglarimiza gére SOD ifadesini PTEN wt zamana bagl olarak
arttinrken PTENG129R ve PTENG129E ifadelerinin SOD enzim ifadesi Uzerine etkisi
saptanamamistir (Sekil 3.25). Bu western blot sonuglarimiz RT-PCR sonuglarimizi
destekler niteliktedir. Ayni sekilde PTEN wt ve mutantlarinin ifadelerinin GPx
ifadesine bir etkisinin olmadigi da gorulmektedir (Sekil 3.25). Bu sonuglarimiz RT-
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PCR sonuglari ile ortismektedir. Maalesef 3 bagimsiz denememize ragmen bu

hicrelerde katalaz enzim ifadesi western blot yontemi ile saptanamamistir.

Bos vektor PTENtw PTENGI29R PTENGI29E

0 24 48 0 24 48 0 24 48 0 24 48

RSl SN S S

-~ § #5888 s
GAPDH el & B9 —

Sekil 3. 25 SOD, GPx ifadesi Uzerine PTEN ifadelerinin etkisi.

3.6 Yeniden Yaratilan PTEN ifadesinin AKT/Nfkb Yolagi Uzerindeki Etkisi

Bos vektor, PTEN wt, PTENG129R ve PTENG129E ifade eden PC14
hicrelerinde yeniden yaratilan PTEN ifadelerinin AKT aktivasyonuna etkileri western
blot yontemi ile arastirilmistir. Buna gore 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
ozelligi ile engelledigini acikga gdstermektedir (sekil 3.26), dolayisi ile PTEN AKT
aktivasyonunu PI3K aktivitesini engelleyerek inhibe etmektedir. Bu verinin ardindan
PTEN ‘in NFkB aktivitesine olan etkiside gen reporter yontemi ile arastirilmistir. Sekil
3.26’ da gorildugu gibi PTEN wt NFkB aktivitesini baskilarken PTENG128R ve
PTENG129E NFkB aktivitesi Uzerine herhangi bir etki géstermemektedir. Bu sonug
bize PTEN'in PIBK/AKT/NFkB yolagini kendi lipid fosfataz aktivitesi ile baskiladigini
acikca gostermektedir (Sekil 3.26).
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Sekil 3.26 Bos vektdor, PTENwt, PTENG129E ve PTENG129R ifadeleriin
PIBK/AKT/NFkB yolagi Uzerindeki etkisi
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PTEN ifadesinin NFkB aktivitesi Uzerine etkisinin Gen reporter yontemi ile
belirlenmesinin ardindan. Proje teklifimiz sirasinda ifade ettigimiz GUzere PTEN
ifadesinin NFkB aktivitesi Uzerine etkisinin saptanmasini bir diger metod olan non
radyo aktif EMSA metodu ile de gercgeklestirdik. Bu amacla, bosvektor, PTENwt,
PTENG129R ve PTENG129E kalici transfekte edilmis olan PC14 hucreleri PTEN
ifadesinin saglanmasi i¢in 2 mikrogram tetrasiklin ile 24 saat muamele edilmisler ve
ardindan bu hucreler materyal ve metod boliumunde anlatildigi gibi once lizis
edilmisler ardindan bu lizatlar biyotin isaretlenmis 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 igeren ¢ozelti icerisinde 30
dakika oda sicakliginda reaksiyona birakilmiglardir. Ardindan o6rnekler %5
poliakrilamid jel’e yuklenerek elektroforez yapilmis ve Elektroforez isleminin bitiminde
jel naylon membrana blotlanmig ve DNAnin membrana fiksasyonu igin membran 15
dakida UV is1g1 altinda fixe edilmistir. Ardindan, olusan DNA-protein kompleksi
radyoaktif olmayan EMSA detektion kit (PIERCE) kullanilarak tespit edilmistir (sekil
3.27).
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Sekil 3. 27 NFkB aktivitesine PTEN ifadelerinin etkisinin EMSA ydntemi ile

belirlenmesi.

Sekil 3.27'de PTEN wt in NFkB’nin DNAya baglanma afinitesini cok fazla
degistirmedigi gortlmektedir, free prob (probsuz 6rnek) sutininda bant olmamasi
deneyimizin guvenirligini ve saptadigimiz bandin NFkB + DNA probu banti oldugunu
bize gostermektedir. Gen reporter yontemi ile lusiferaz metodu ile saptadigimiz
PTENwt in NFKkB aktivitesinin baskilayici etkisini EMSA ydntemi ile saptayamamizin
gerekgesi gen reporter yonteminin EMSA metoduna gére ¢ok daha hassas olmasi

olabilir.
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3.7 Yeniden Yaratilan PTEN ifadesinin PC14 Hiicrelerinin Anchorage Bagimh Ve

Anchorage Bagimsiz Cogalmasina Etkisi

Asagidaki sekilde acikga goruldugu gibi yeniden yaratilan PTEN ifadesinin
PC14 hucrelerinin anchorage bagimli ¢gogalmasina anlamli bir etkisinin olmadigi
gorulmektedir (Sekil 3.28).
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Sekil 3. 28 Bos vektor (mock), PTENwt, PTENG129E ve PTENG129E ifadelerinin

PC14 hucrelerini cogalmasina etkisi

Bu deneyin ardindan invazyon olay! igin i¢in énemli bir parametre olan
anchorage bagimsiz hiucre c¢ogalmasi Uzerine PTENwt ve mutantlarinin etkisini
arastirimak icin soft agar deneyi daha once belirttigimiz metoda uygun olarak
gerceklestirdi. Buna gore, 6 well petri kaplarina ilk dnce 0.5%noble agar dékuldi, bu
donduktan sonra 5x10* hiicre iceren 0.4% noble agar st katmana dokiildi. Her iki
katmanda hicrelerin yasamasi i¢in uygun besi yerini ihtiva etmekle birlikte, PTEN
ifadesinin saglanmasi igin bir guruba (2 mikrogram/ml) tetrasiklin verildi diger guruba
verilmedi. Hicreler CO-'li inkiibatérde 37°C de 2-3 hafta inkiibe edildikten sonra
%1.5 glutaraldehit ve %0.06 methilen mavisi iceren HBSS tamponunda fikse edildiler
ve gorunen koloniler sayildi (Sekil 3.29).

50



:
:g: 20 .
i

E =

Mock PFTENw GIR Gl 2o

Sekil 3. 29 Bog vektor (mock), PTENwt, PTENG129E ve PTENG129E ifadelerinin

PC14 hicrelerinin anchorage independent ¢cogalmasina etkisi.

Sekil 3.29' da PTEN ifadesinin tetrasiklinle yaratilmasinin ardindan sadece
PTENwt soft agarda koloni olusumunu 6nlerken, lipid fosfataz dead PTENG129E ve
kinaz dead PTENG129R koloni olusumuna ekti etmedigi acikga gorilmektedir
(p<0,05). Bu sonug¢ bize PTEN’in anchorage independent hlicre ¢agalmasini lipid
fosfataz etkisiyle, dolayisi ile PISK/AKT/NFkB yolagini baskilayarak gergeklestirdigini

gOstermektedir.

Anchorage bagiml ve bagimsiz hucre ¢ogalmasina PTEN tUmor baskilayici
geninin etkilerini saptadiktan sonra, yeniden yaratilan PTEN ifadesinin hicre
invazyonunu nasil etkiledigini saptamak igin invazyon deneyi dizayn edildi. Hucre
invazyonu deneyleri icin growth factor reduced trans-well matrigel invasion chamber
(Becton Dickinson) kullaniimigtir. Buna go6re bos vektor (mock), PTENwt,
PTENG129E ve PTENG129E kalici transfekte edilmis PC14 hucreleri tripsinize
edilmis ve % 0.1 BSA iceren RPMI1640 fakat serum icermeyen besi yeri igcersinde
1x10* hiicre trans-well chamberin icersine konulmus ve hiicre invazyonu icin 24 saat
37°C de CO, inkiibatdrde inkiibe edilmislerdir. Transwell chamberin disina ise %10

serum iceren RMPI1640 konularak hucrelerin invazyonu icin kemoatractant ortam
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saglanmistir. 24 saatin ardindan trans-well chamber in igindeki besi yeri
uzaklastirlmis ve oda iginde kalan invaziv olmayan hicreler ucu pamuk kapli
cubuklarla kazinarak non invaziv hucreler chamberdan uzaklastirilmistir. Transwell
chamberin dis ylzine ¢ikan hicreler ise ilk 6nce methonolle fixe edilmis ardindan
boyanarak mikroskop altinda sayilmigtir. Sekil 3.30° da PTENwt ifadesinin hucre
invazyonunu %72 oraninda baskiladigi gorilmektedir (p<0,001). Ayni sekilde lipid
fosfataz aktivitesi olmayan PTENG129E ve kinaz dead PTENG129R ifadelerinin
hicre invazyonuna etki etmemesi PTEN’in hlcre invazyonunu PI3K/AKT/NFkB

yolagi Uzerinden baskiladigini agikga gostermektedir.
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Sekil 3.30 Bos vektor (mock), PTENwt, PTENG129E ve PTENG129E ifadelerinin
PC14 hucre invazyonuna etkileri (p<0,001).
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4. Tartigsma

Akciger kanseri kanseri kanser nedenli olumler icersinde dinya genelinde ilk
sirada yer almaktadir. (GRENLEE ve ark., 2001). Yapilan birgok ¢alismada normal
akciger kanseri dokularinda ¢ok yuksek miktarda PTEN ifadesi saptanirken akciger
kanser hucrelerinin %29unda ¢ok dusuk oranda PTEN ifadesi saptandigi,
%44’unde ise PTEN ifadesinin kayboldugu rapor edilmistir (KOHNO ve ark., 1998,
SORIA ve ark., 2002, MARSIT ve ark., 2005, NORO ve ark., 2007). Kugluk hucreli
digi akciger kanserli hastalarin tumor orneklerinde fosforlanmig (aktif) AKT asiri
ifadesi o hastalarin kot progresyonu ile iligkili oldugu da rapor edilmistir (TANG ve
ark., 2006). Ayrica bizim daha énceki sonuclarimizda AKT fosforilasyonunun PTEN
ifade etmeyen akciger hicrelerinde yuksek iken PTEN ifade eden akciger
hucrelerinde oldukga dusik oldugunu gostermektedir (AKCA ve ark., 2011) Bu
sonuglar bize PTEN ifadesinin akciger kanseri hucrelerinde AKT fosforilasyonunun
duzenlenmesinde oldukga onemli oldugunu gostermektedir. Bu verile 1s1ginda biz,
PTEN inactivasyonunun ve onun PI3K/AKT/NFkB yolagi lUzerindeki etkisinin akciger
kanser hucrelerinin invazyonunda onemli bir mekanizma olacagini digtunerek bu
calismamizi dizayn ettik. Hipotezimizi dogrulamak igin ilk dnce PTEN’in wt, katalitik
olarak inaktif (G129R) ve lipid fosfataz olarak inaktif (G129E) mutantlarini
“Yonlendiriimis mutasyon” ile yarattik ve ifadesi tetrasiklin ile kontrol edilebilen
TETON sistem vektoriine klonladik. Bu vektor sistemini segmedeki amacimiz
PTEN'’in tumor baskilayici bir gen olmasi sebebi ile pcDNA3 gibi 6karyotik ifade
vektorlerine klonlanarak hucrelere kalici transfeksiyon ile aktariimasi bu hicrelerde
asirt PTEN ifadesine neden olacagindan hicre 6limine sebep verebilir ve stabil
PTEN ifade eden koloni se¢imi bu sebeple mimkin olamayacagidir. Calismamizda
TETON vektor sistemi kullaniimigtir. Dolayisi ile biz bu yontemle kolonilerimiz segip
PTEN ifadesini tetrasiklin ekleyerek istedigimiz sure gerceklestirebildik. Kalici olarak
PTEN ifade eden PC14 hicreleri segildikten sonra 0, 24 ve 48 saatlerde tetrasiklin (2
mikrogram/ml) ilave edilerek PTEN ifadesinin saglandidi sekil 3.16’da gorilmektedir.
Ayni sekilde PTEN ifadesinin tetrasiklinle saglanmasinin ardindan sadece PTENwt’in
AKT aktivitesini baskiladigi, katalitik olarak inaktif PTENG129R ve lipit fosfataz

Ozelligi olamayan PTEN ifadelerinin AKT aktivasyonuna etki etmedigi de acikga
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gorilmektedir. Bu sonug bize PTEN’in lipid fosfataz aktivitesi ile PI3K inaktivasyonuna

ve AKT aktivitesinin inhibasyonuna neden oldugu gostermektedir.

PTEN ifadesinin gorilmesinin ardindan ilk olarak PTENwt, PTENG129R ve
PTENG129E ifadelerinin hucre proliferasyonuna etkisini arastirdik ve gorduk ki bu
ifadelerin hicre c¢ogalmasina fakh bir etkileri yoktur. FURNARI ve ark., (1997)
PTENG129R ve PTENG129E ifadelerinin glioblastoma hicrelerinin
proliferasyonlarinda bir degisiklige neden olmadiklarini rapor etmislerdir. Bizim
sonuglarimiz daha ©once rapor edilen bu makale ile uyumludur. PTENwt ve
mutantlarinin hiucre proliferasyonuna etki etmediklerinin saptanmasinin ardindan bu
ifadelerin kanser hucrelerinin anchorage bagimsiz biylime yetenegine etkilerini
arastirdik. Sonuglarimiz sadece wt PTEN ifadesinin hicrelerin anchorage bagimsiz
baylumesini inhibe ederken mutant PTEN ifadelerinin anchorage bagimsiz buyumeye
herhangi bir etkisi olmadigini acikca gostermektedir. Katalitik olarak inaktif PTEN ve
lipid fosfataz 6zelligi olmayan PTEN ifadelerinin anchorage bagdimsiz hicre
blylmesine etkisi olmazken wt PTEN ifadesinin bu blylmeyi baskiladiginin
gorulmesi bize PTEN'’in anchorage bagimsiz hicre blyumesini kendi lipid fosfataz
aktivitesi ile inhibe ettigini agikca gostermektedir. Bizden once yapilan galismalar
PTEN wt ifadesinin anchorage bagimsiz hicre ¢odalmasini hepatoma hicrelerinde
(NAKANISHI ve ark., 2002) meme ve melanoma (LOBO ve ark., 2009) hicrelerinde

baskiladigini gostermektedir. Bu galismalar sonuglarimizia uyumludur.

PTEN ifadesinin meme kanseri, glioma ve kolon kanseri hucrelerinin
invazyonunu baskiladigi daha dnce rapor edilmistir (HEERING ve ark., 2009; MAIER
ve ark., 1999; BOWEN ve ark., 2009). Bu nedenle, bizde bir sonraki adim olarak
PTEN ifadesinin akciger kanser hlcre invazyonu baskilayip baskilayamayacagini
arastirdik. Bu amacgla PTEN ifade etmeyen PC14 hicrelerini bos vektor, PTEN wt,
PTENG129R ve PTENG129E ile kalici olarak transfekte ettik. Sonuglarimiz PTEN wt
ifadesinin PC14 hucrelerinin invazyonunu %72 oraninda baskilarken, katalitik olarak
inaktif PTEN(G129R) ve lipit fosfataz 6zelligi olmayan PTEN (G129E) ifadelerinin
invazyona herhangi bir etkilerinin olmadigini gostermektedir. PTEN ‘in prostat kanseri
hicre invazyonunu baskiladigi daha 6nce rapor edilmistir (SHUKLA ve ark., 2007)
Ayrica PTEN glioma hudcre invazyonunuda baskilamaktadir (MAIER ve ark., 1999)

fakat bu iki hucredeki invazyonun baskilanma mekanizmasi birbirinden farklidir.
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SHUKLA ve ark., (2007) PTEN’ in prostat kanseri hucre invazyonunu PI3K/AKT
yolagini kendi lipid fosfataz 6zelligi ile baskilayarak inhibe ettigini rapor ederlerken,
MAIER ve ark., (1999) PTEN’in lipid fosfataz 6zelliginin glioma hicre invazyonun
baskilanmasinda etkili olmadigini rapor etmislerdir. Bizim sonuglarimiz agikga
gOstermektedir ki, PTEN akciger kanseri hucre invazyonunu lipid fosfataz aktivitesi
yoluyla baskilamaktadir. Son gunlerde, ZHANG ve ark., (2010) microRNA271’in
akciger kanseri hicrelerinde PTEN ifadesini baskilayarak bu hlcrelerin invazyonunu
arttirdigini rapor etmis fakat akciger kanseri invazyonunun molekuler
mekanizmalarina deginmemistir. NFkB’nin aktiflesmis AKT’nin ana hedefi olmasi
sebebi ile biz calismamizda AKT/NFkB yolagdi aktivitesi ve akciger kanseri invazyonu
arasinda bir iligki olabileceg@ini dusunduk. Bu olasi iligskiyi gosterebilmek icin gen
reporter assay deney duzenegini kullandik. Bu sebeple NFkB lusiferaz reporter
vektor renila luciferaz reporter vektorleri birlikte, stabil PTENwt, PTENG129R ve
PTENG129E ifade eden PC14 hucrelerine transfekte edildiler. Gen reproter deney
sonuglarimiz sadece PTEN wt ifadesinin NFKB aktivitesinin inhibasyonuna neden
olurken, mutant PTEN ifadelerinin NFkB aktivitesine etkisinin olmamasi, PTEN'in
NFkB aktivitesini lipid fosfataz 0ozelligi ile baskiladigini gdstermektedir. PI3K
fosfoinozitolleri Uguncu inozitol halkasindan fosforlayarak 3, 4, 5 trifosfat yaratir. Bu
olusum hucre ic membraninda AKT aktivasyonu icin gerekli bir substrattir. AKT
aktiflestikten sonra hicre icinde bircok hedef molekilini aktive eder, AKT
hedeflerinden biriside NFkB dir. Biz bu calismamizda AKT aktivitesinin ve dolayisi ile
AKT/NFKB yolaginin NSCLC hucre invazyonu igin ¢cok dnemli bir yolak oldugunu ve
bu yolagin tumoér baskilayici gen PTEN tarafindan inhibasyonunun NSCLC hucre

invazyonunu baskiladigini gostermekteyiz.

Calismamizin bir diger yonu ise PTEN tarafindan baskilanan PI3K/AKT/NFkB
yolaginin anti oksidant enzim aktivitesi ve ifadeleri Gzerine etkilerinide arastirmasi idi.
Dolayisi ile PTENwt, PTENG129R ve PTENG129E stabil transfekte edilmis PC14
hicrelerinde SOD, GPx, GSH ve Katalaz aktiviteleri dl¢uldi. PTEN wt ifade eden
hicrelerde bos vektdr, G129R ve G129E ifade edenlere gore SOD ve GPx
aktivitesinin daha fazla oldugu GSH ve Katalaz aktivitelerinde ise istatistiksel olarak
anlamli bir degisiklik olmadigi gértulmustir. Bu sonug PI3K/AKT/NFkB yolaginin SOD
ve GPx aktivitesini baskiladigini ve bu yolagin PTEN tarafindan baskilanmasinin
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SOD ve GPx aktivitesinde artisa neden oldugunu gostermektedir. CHEN ve ark.,
(2007) Cox-1 ifadesinin artisi ile NFKB arasinda iligki olabilecegini rapor etmiglerdir.
Ayrica SHARMA ve ark., (2006) antioksidant enzimlerin AKT aktivitesini
duzenlemede rol alabileceklerini belirtmiglerdir. Literaturde bir ka¢ c¢alisma
antioksidant enzimlerin AKT kinaz ile iliskisi olabilecegine deginsede (LI ve ark.,
2006, GIELS ve ark., 2006), bu gune kadar antioksidant enzim aktivitelerinin PTEN
tarafindan duzenlendigini rapor eden bir c¢alisma bulunmamaktadir. Biz bu
calismamizda anti oksidant enzimler SOD ve GPx aktivitelerinin timor supressor gen
PTEN tarafindan PI3K/Akt/ NFkB yolaginin baskilanmasi mekanizmasi ile

arttinldigini da gostermekteyiz.
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