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Onsoz

Akciger kanseri dinya genelinde kanser sebepli olumlerin basinda geimektedir.'
Kanserden kaynaklanan olimlerin sebebi ise bilindigi tizere kanserin metastazidir. Kanser
konusunda . yapilan bircok arastirmaya ragmen ozellikle kanser metastazimn molekiiler
mekanizmalan tizerine bilgilerimiz oldukga smrhdir ve metastazi kontrol eden genlerin
bulunmast hedefe yonelik tedavi yaklagimmna oldukga fayda getirecegi suphesizdir. Akciger
kanserlerinde PTEN gen inaktivasyonun oldukea sik gerceklestigini saptadigimiz icin biz bu
calismada PTEN tiimor baskilayict genini okaryotik ekspresyon vektoriine klonlayarak, PTEN
ekspresyon kaybi olan kiigiik hiicre digt akciger kanseri PC14’¢ kahc transfeksiyon yontemi ile
aktardik ve yeniden yaratlan PTEN ekspresyonunun hiicre invazyonunu AKT aktivitesint
baskilayarak engelledigini matri jel invazyon odacig kullanarak gosterdik.  Akciger
kanserlerinde PTEN tiimor baskilayici geninin tiimor gelisimini kontrol etmesinin yaninda,
hiicre invazyonunu da kontrol ettigi bu ¢ahsma ile gosterilmektedir. Calismamiz TUBITAK-
SBAG tarafindan 1065347 proje no su ile desteklenmistir. '
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Ozet

Insan karsinogenezinin ¢ok adimli bir olusum oldugu ve kanser gelisimi siiresince
meydana gelen fenotipik degisikliklerin hucre icindeki genetik degisiklik birikimlerinin
yanstmas: oldugu giiniimiizde yaygin olarak kabul edilir. Boylece kanser hiicrelerindeki
metastatik fenotiplerin kazamima siireglerini anlamak icin kanser hiicrelerinin metastatik
fenotipleri ile iliskili olan ve kanser gelisimi siiresince degisiklikierinin cogaldi gozlenen
genlerin tammlanmasi zaruridir. Bu sebeple arastrmacilar, metastatik kanser hiicrelerinde
prenetally degismis ve kanser hiicrelerinin metastatik potansiyellerini diizenleme aktivitesine
sahip genleri arastirmaktadirlar. Akciger kanserinde PTEN/MMAC]! geni sik olarak inaktiftir.
Bununla beraber bu genin akciger kanser hicrelerinin metastatik potansiyelierinin
dizenlenmesine kangip kangmadi@: hala agik degildic. Bu literatur bilgilerine ragmen heniiz
akciger kanser metastazint kontrol eden bir gen bulunamamstr. Bu g:ahsmadé PTEN tumor
baskilayict genini 6karyotik ekspresyon vektoriine klonlayarak, PTEN geni ekspres etmeyen
akciger kanseri hiicre dizisi PC14’de PTEN gen ekspresyonu kalhci gen transfeksivon
yontemiyle tekrar yaratilmistir. Yapilan invazyon deneylerine gore tekrar yaratilan PTEN gen
ekspresyonu PC14 hiicrelerinin invazyonunu kontrole gore %72 (p<0.001) engellemistir.
Caligmamiz PTEN tiimor baskilayic: geninin kigtik hiicre dist akcier kanser invazyonunu
engelledigini gostermesi bakimindan énemlidir.
Anahtar kelimeler: Akciger kanseri, PTEN, Invazyon



Abstract

It is now widely accepted that human carcinogenesis is a multi-step process and
phenotypic changes during cancer progression reflect the sequential accumulation of genetic
alteration in cells. Thus, in order to understand the process of acquisition of metastatic
phenotypes in cancer cells, it is indespensable to identify genes whose alterations accumulate
during cancer progression and correlate with metastatic phenotypes of cancer cells. For this
reason researchers have been searching for genes that are prerenetially altered in metastatic
cancer cells and have activities to regulate their metastatic p&tentiaié. in lung cancer
PTEN/MMAC]1 gene is frequently inactivated. However, it still remains unclear whether this
gene is involved in the regulation of metastatic potential in lung cancer cells. Inspiteot above
knowleadge we don not know any gene which can controll lung cancer metastasis. In this
study we examine the effects of PTEN expression on lung cancer cell invasion by recreation of
PTEN gene expression in no PTEN expressed lung cancer cell lines PC14 with using stable
gene transfection tecnique. Invasion study show that recreated PTEN gen expression was
inhibit PC14 cell inavasion at 72 %, when the compare empty vector transfected cells. Our
results are so importand because of the shown that PTEN tumor supressor gene inhibit
NSCLC invasion.

Key words: Lung Cancer, PTEN, Invasion



Girig
Gegen son yirmi yil igerisinde kanser gelisiminin bir ¢cok adim degisik safhalardaki insan

kanserleri kullamlarak molekiller genetik diizeyde cahisiimistir. Bir ¢ok sayida timor baskilayici
ve onkogen tanimlanms ve bunlann genetik olarak degisik formlan bir ok insan kanserinde
tespit edilmistir. Bu genlerin hiicrede ¢ogalma, farklilasma ve olum olaylanna karistiklan
bilinmektedir. Bununla beraber, bugiine kadar hicbir kanser turinde kanser hiicrelerinin
metastatik olmayan fenotipten metastatik fenotipe donugsurlerken hiicre igerisinde meydana
gelen degisikliklerden hangi genlerin hangi mutasyonlanmn sorumlu oldugu tespit
model dnermislerdir (FEARON ve VOLGELSTAIN, 1990). Bu arastincilarin modelinde non-
metastatik kanser hiicrelerinin metastatik kanser hiicrelerine déﬁﬁgﬁrken meydana gelen
fenotipik degisiklikler icin onemli olan genetik degisiklikler belirlenememigtir. Bu modelden
giiniimiize 16 yil gegmesine ragmen sorumlu sinyal iletim yollan (yolaklar) hakkindaki bilgimiz
olduk¢a azdir (SAHA ve ark., 2001). Bu calismada, kii¢iik hiicre disi akciger kanserlerinde
PTEN timor baskilayicn genin ekspresyon kaybmm c¢ok sk oldugunu Western blot ile
gosterilmistir. Ardindan PTEN cDNA’st PCR aracilifs ile cDNA kiitiiphanesinden ¢ekilmis ve
okaryotik ekspresyon vektoriine klonlanmgtir. PTEN okaryotik ekspresyon vektorii, PTEN
ekspres etmeyen kugitk hiicre digt akciger kanser hiicre dizisi PC14 ¢ kaliai transfeksiyon
yoluyla aktarilarak bu hiicrede PTEN ekspresyonu tekrar yaratiimis ve PTEN ekspresyonunun
akciger kanser invazyonunu baskiladigs gosterilmistir.



Genel Bilgiler

Akciger kanserinin sebep oldugu olum, difer solid malignansilerde oldugu gibi
neredeyse tumiyle neoplastik hiicrelerin primer timorlerden uzak organ bolgelerine
metastazlan ve invazyonlarmin sonuglandir. Bu sebeple akciger kanser metastaziyla iliskili
genlerin ve gen iirinlerinin aniagkéasz oldukca onem tasir. Invazyon ve metastaz cesitli gen
trinlerinin kangtify kompleks olaylar dizisidic. Bu Gnemli olaylann icerisinde neoplastik
hiicrelerin primer tiimorden ayrﬁmaéi ve invazyonu, kan ve lenf sistemine girmesi, endotel
hiicrelere adezyon vasitasiyla uzak bolgelere tutulmas:, angiogenezin inditksiyonu, hostun anti-
timor cevabindan kagma ve metastatik bélgelerde buytime yer alinaktadxr(T OH ve ark_, 1994;
NICOLSON, 1988). Ek olarak cesitli genlerin ekspresyonlarmin dizenlenmesinin de bu siiregte
onemli oldugu distinulmustir (NICOLSON, 1991; MUSCHEL ve LIOTTA, 1988,
CHAMBERS ve TUCK_ 1993).

insan genomunda kromozom 10q23.3 bolgesinde lokalize olan PTEN/MMACI/TEP-1
bir ikili/gift etkili spesifik fosfataz olarak tammlanir (LIAW ve ark., 1997) PTEN geninin
gliomalarda, prostat, endometriyal, meme ve akciger kanserlerinin buytuk bir boliminde %40-
50 oramnda mutasyona ugradig: saptanmistir (STECK ve ark , 1997; MAIER ve ark, 3998).
PTEN geni knockout edilmis fare fenotiplerinde PTEN'in normal gelisimde gerekli oldugu
gosterilmis ve timor baskilayici roli dogrulanmistir (PODSYPANINA ve ark,, 1999; SUZUKI
ve ark., 1998; DI CRISTOFANO ve ark., 1998). Bir fosfataz olan PTEN inositol lipideri
defosforile eder, bu 6zellisi PTEN’in PI3-kinaz ve fofoinositol 3 fosfat yolagmm tersine
calisgtigmm gosterir (STAMBOLIC ve ark., 1998; MYERS ve ark,, 1998, MAEHAMA ve
DIXON 1998).

Akciger kanseri invazyonunu ve metastazint kontrol eden bir gen suana kadar rapor
edilmemistir. Bizim ¢alismamiz PTEN ekspresyonunun kicitk hiicre dist akciger kanserlerinde
invazyonu baskiladigim ve bu etkisinin de muhtemelen Akt tzerinden oldugunu gosteren
literatiirdeki ilk calismadir. Biz PTEN’in sadece tumor baskilayici bir gen olmayip, ayni
zamanda hiicre invazyonu ve dolaysst ile de kanser metastazinin kontroliinde de rol alan bir

gen oldugunu distinmekteyiz.



Gereg ve Yontem

Hiicre dizileri: Caligma boyunca kullanilmis olan PTEN ekspres etmeyen Akciger kanser
hiicre dizileri Japon Ulusal Kanser Arastirma Merkezinden saymn Prof.Dr. Jun Yokota
tarafindan hediye edilmistir. '

Sekill. Calismamizda PTEN gen transferinde kullamlon kiiciik hiicre disi akciger kanser
hiicre dizisi PC14 "in genel goriiniimii.

PTEN cDNA’sinin kionlanmasi: PTEN proteinini kodlayan ¢eDNA’y1, cDNA library den
PCR aracihigiyla klonlamak amaciyla biri baslangi¢ kodonundan stop kodonuna dogru (PTEN
Upper), digeri stop kodonundan baslangic kodonuna dogru (PTEN Lower) 2 primer dizayn
edilmistir. Bu primerlerin 5° uglarina klonlamay: kolaylastirmak amaciyla EcoR [ restriksiyon
enziminin kesim bolgeleri de konulmugtur. Buna gére primerler;

PTEN Upper:

5« CGC GAA TIC GCC ATG GCA GCC ATC AIC
ATCGTIT AGC AGA AAC AAA AGG AGA TAT
GAT GGA TIC GAC TTA GAC-3’ (Tm:67.6)
PTEN Lower:
5°-CGC GAA TIC TCA GAC TIT TGT AAT TIG TGT AITG
CTG ATC TIC ATC AAA AGG TTC ATT CTIC TGG ATC
AGA GTIC AGT GGA GGT GTC AGA-3’ (Tm:67.5)
PCR sartlan: :
Segment Dongii Sayisi Sicaklik Siire
1 1 95 C 2 dakika
2 30 95C 30 sn
62C 30sn
72C 1 dakika
3 I 72C 10 dakika




Jelden DNA izolasyonu: PCR reaksiyonundan elde edilen trin (PTENcDNA) agoroz jel
elektroforezi ile gozlenmis ve PTEN ¢DNA (1200bp) UV 1131 altinda jelden bisturi yardim ile
kesilerek ependorf tiipe aktarlmugtir (sekil 2). Daha sonra jelden alinan PTEN cDNA promega
jel extraksiyon kiti kullanilarak izole edilmistir.

Alkalen fosfataz reaksiyomu: Vektdér EcoRI enzimi ile kesildikten sonra insért almadan
kapanmasini engellenemk igin alkalen fosfataz enzimi ile asagida belirtilen reaksiyon

kogullarinda defosforile edilmistir.

Vektér DNA 20 mikrolitre
30 unit CIAP 1 mikrolitre
10x Alkalen fosfataz buffer 5 mikrolitre
Steril distile su 24 mikrolitre

toplam 50 mikrolitre reaksiyon ortamu 50 C de 30 dak inkiibe edildi. Ardindan 1:1 hacimde
fenol/kloroform ekstraksiyonu yapild: (2 kez) ve son konsantrasyon 150 mM olacak sekilde

NaCl ilave edilerek etanol prespitasyonu ile defosforile vektor izole edilmistir.

Ligasyon reaksiyonu: PTEN c¢DNA’smin pcDNA3.1’¢ klonlanm gida belirtilen
reaksiyon sartlarinda T4 DNA ligaz enzimi ile gergeklestirilmistir.

Vektor DNA 200ng/mikrol 1 mikroL

PTENcDNA 200 ng/mikrol 3 mikroL

T4 DNA Ligaz 350 unit/mikrol. I mikroL

10x T4 ligaz Buffer 2 mikroL

Steril distile su.............................. 13 mikroL

Toplam 20 mikrolitre reaksiyon ortarm 16°C de 18 saat inkiibe edilmistir.

Transformasyon reaksiyonu: Transformasyonda kompotent JM109 bakterileri kullanilmistir.
Kompotent JM109'lar ligation Grunleri ile kangtinlip, buz icerisinde 30 dakika inkiibe
edildikten sonra 42 °C de 90 saniye tutulmus ve hemen tekrar buz icerisinde 2 dakika
bekletilerek transformasyon gerceklestirilmistir. Ardindan tiip icerisine LB besi ortamu ilave
edilerek bakteriler 1 saat 37 °C de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda bakteriler
100 mikrogram/ml amfisilin ié;;eren katt besi ortammna yayma teknigi ile ekilerek 37 °C de

inkitbe edilmistir.

Plazmit izolasyonu: Plazmit izolasyonu igin QIA gen plazmid izolasyon kiti kullamlmustir.
Amfisilinli ortamda 37 °C de 18 saat inkitbe edilen pcDNA3.1-PTEN transfekte edilen
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IM109’lar, 4500 rpm de +4 °C de 10 dakika santirfiij edilmigtir. Ardindan kit kullanilarak
plazmid izole edilmistir.

Kahliar transfeksiyon: Kalici transfeksiyon kiigik hilcre dist akciger kanseri hiicre dizisi PC14
‘e (gekill) FugenHD (Roche) transfeksiyon reagent kullanilarak gergeklestirilmistir. Hucreler
kontrol olarak bog vektor ve PTEN geni igeren vektor kullanilarak transfekte edilecekler ve
stable klonlar geneticin kullanilarak segileceklerdir. Stable klonlarn PTEN ekspres ettigi
Western blot ile gosterilmigtir.

SDS-PAGE ve Western Blot: Hicre protein ozitleri TRX-100 tamponu igerisinde
toplanacak, 6mekler 12000 x g de 4 °C’de >1 dakika santirfiij edilerek istenmeyen hiicre
artiklanmin ortamdan uzaklastirdmast saglanmigtir. Toplanan dreklerden 1’er mikrolitre farkh
ependorf tiiplere alinacak ve protein miktan tayin kiti kullanilarak bu 6rneklerin protein
miktarlart saptanmustir. Daha sonra 6rneklerden, mikrolitre de 100 mikrogram protein olacak
sekilde almarak bunlann iizerlerine protein yiikleme boyasindan da (1/1 oranda) eklenmis ve
3.5 dakika su banyosunda kaynatilrmgtir. Kaynatma isleminin hemen ardmdim ependorf tiip
icindeki ornekler 10 mikrolitre’lik otomatik pipet kullamilarak %10’luk SDS jele uygulanarak
ve elektroforeze tabii tutulmuglardir. Elektroforez igleminin ardindan proteinler transfer
tamponu i¢inde 4 °C de 75 mAmp akim siddetinde bir gece boyunca immiinobolin membran
{izerine transfer edilmislerdir. Bu islemden sonra membran, %51k kuru sit igeren PBST
¢ozeltisi icinde oda sicakhginda 2 saat bloklanmistir. Ardindan aym membran %5 kuru st
icinde 1:10000 (Akt, p-Akt ve PTEN igin) ve 1:50.000 (GAPDH i¢in) oranlarinda bulunan
primer antikorlarla oda sicakhifinda 1 saat isaretlenmiglerdir. Membran tizerindeki spesifik
proteinlerin fare kaynakh primer antikorlarla igaretlemesinin ardindan, membran 1 saat PBST
ile oda sicakhginda ykanmstr. Yikama igleminin  bitmesiyle membran fare
immiinoglobilinlerine kargt spesifik olarak kegi tizerinde gelistirilmig, 1:10000 oraminda HRP
(Horseradish Peroksidaz) bagh sekonder antikor (goat anti-mouse sekonder antikoru)
bulunduran %5 kuru sitli PBST cozeltisi igerisinde tekrar isaretlenmistir. Isaretleme oda
sicaklifanda 1 saat yapildiktan sonra, blot PBST ile yikanmuis ve ECL ¢ozeltisi kullamlarak

spesifik protein bantlan kemiliminesansa duyarh film kullanilarak befirlenmistir.

Hiicre migrasyonunun belirlenmesi: Planlanan ¢ahsmada PTEN’in hiicre invazyonuna
etkisinin saptanmasi igin growth faktorii azaltilmis BioCoat Matrigel Invasyon Chamber-
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invazyon odalann (BD Biosciences, Clontech) kullamlmustir. Bu invazyon odaciklanmn
hiicrelere sagladiklan ozel sartlar sayesinde biz in vifro kosullar altinda hiicrelerin invaziv
ozelliklerini saptayabilmekteyiz.. Bu invazyon odaciklari 8 mikron g¢aph porlar igeren bir
membran ile 6rtiliidir ve bu porlu membran aynica hiicreler arast matrikse kargihk gelen bir
matrijel matrix ile kaphdir. Bu matrigel matrix bize bazal membrani in vitro kosullarda
olusturma imkam saglar. Bu membran sayesinde invaziv 6zelligi olmayan hiicrelerin membranm
diger yiizeyine gegmesi engellenmektedir. Bu membrandan diger yiize ancak invaziv hucreler
gecebilmektedir. Dolaysi ile matrijel membran bize invaziv ve invaziv f}-imayarz hiscrelerin
birbirinden ayirabilme imkam sunar.

Bos vektor (pcDNA3.1) ve Stable PTEN ekspres eden (PTENwt (pcDNA3. I-PTEN)
PC14 hiicreleri her invazyon odasinda 2.5 x10* olacak sekilde invazyon odalarma ekilecek
tizerlerine 0.5ml RPMI1640 (serum igermeyen %0.1 BSA’) konulurken invazyon odaciginin
disina kemoatraktan olarak 0.75 mi %10 FBS igeren RPM11640 konulmus ve hiicreler 24 saat
37 °C de COli inkiibatorde inkiibe edilmiglerdir. Inkitbasyon saatinin sonunda invaziv
ozellikte olan hicreler invazyon odacigmmn porlu olan membrammin dig yiizeyine
gececeklerinden invazyon odacigmmn i¢indeki besi yeri uzaklastrmus ve ardindan spatille
icyiizeyindeki hiicreler kazmip uzaklagtmlmiglardir. Ardindan dis yizeydeki hicreler once
metanol ile fixe edilmis, ardindan da toludine mavisi (%1) ile boyamp, kurutularak mikroskop

altinda invaziv hiicreler sayilmuglardir.
Istatik analizi : Cahismalanimiz sonucu elde ettimiz veriler (ii¢ bagimsiz deney sonucu) SPSS

10.0 program student t testi kullanilarak istatistiksel olarak anlamh olup olmadiklart yoniinde

analiz edilmiglerdir.
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Sonuclar
PTEN timér baskilayici gen kaybs siklikla akciger kanserlerinde rapor edilmektedir, biz
de 14 farkh kiigitk hiicre dist akciger kanserinde yaptigimz Western blot analizi sonucu PTEN
ekspresyonunun bir ¢ok hiicrede ya azaldi31 yada kaybolmus oldugunu saptadik (sekil 2).

o

O oy o O w o 14 o3
S B -

3¢ g2 8 3 2 F F &8 = K

Sekil 2 Normal standart besi ortammda kiigitk hiicre dis1 akciger kanserlerinin PTEN
ekspresyon diizeyleri.

National Cancer Research Center/Tokyo/Japan’dan Prof.Dr. Jun YOKOTA nmn hediye ettigi
¢DNA library PTEN klonlama deneylerimiz igin kaynak kahp olarak kullanslmstir. Dizayn
ettigimiz primerler yardim ile wiPTEN cDNA, metot bolimiinde verdigimiz PCR sartlan
altinda library’den gekilmistir (gekil 3). Primerlerin 5° uglanna konulan EcoR 1 enzimi kesim
bolgeleri sayesinde izole edilen cDNA’min 5 ve 3" uglannda EcoR I kesim bolgeleri yaratilms
ve klonlamada bu bolgeler kullamlnugtir. Projemizin teklifinde klonlamada kullamlacak enzim
olarak BamH I verilmisti fakat labimizda EcoRI enzimi suanda oldugundan dolay: klonlamada
bu enzim kullamimasma Dr.Akca karar vermig ve primerlerin BamHI bolgelerini EcoRI
bolgelerine degistirerek sentez ettirmigtir.
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Sekil 3. PCR reaksiyonu sonucu cDNA kiitiiphanesinden amplifive edilen PTEN cDNA
daha sonra jeldeki PTEN cDNA jelden bir bistorii kullanilarak kesilmis (sekil 4) ve metot
bolamiinde agiklandig gibi jel extraksiyon kiti kullanilarak izole edilmistir.

G
Simiss

S

Sekil 4. PTEN cDNA 'nin jelden izolasyonu
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PTEN cDNA izole edildikten sonra klonlamaya hazir ohmast amaci ile EcoR 1ile 37 °C de 16
saat boyunca kesilmis boylece klonlamada kullanlacak sarkik uglar yaratlmistir. Ardmdan
vektoriimiizii (pcDNA3.1) klonlamaya hazirlamak amaci ile EcoR1 enzimi ile 37 °C de 16 saat
kesilmig boylece vektor lineer hale getirilmigtir. Ardindan, insert almadan kendi kendine
kapanmasim engellemek amaci ile vektor Alkalen fosfataz enzimi ile metot bolimiinde verilen
sartlarda defosforile edilmigtir.

EcoR 1 ile kesilen, ardindan defosforile edilen vektor ve EcoR 1 ile kesilen PTEN
<DNA’nmn klonlama oncesi kalitesinin tespiti icin agaroz jel elektroforeﬁ yapilarak kontrol
edilmistir (sekil 5)

GDNA 3.1-EcoR I
{-WE (ECORT)

Kb marker

Sekil 5. EcoRI kesimli ardndan defosforile edilmis vektor ve EcoRl kesilmis PTENcDNA nin
klonlama éncesi goriintisi

15
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Vektor ile insert 1 e 3 oramnda kangtinlarak metot bolimiinde verilen ligation kosullarinda 16
°C de 18 saat inkiibe edilmis ve inkiibasyon siiresinin sonunda tiim ligasyon reaksiyon ortami
JM109 Ecoli susuna CaCl, transformasyon teknigi ile aktanimigtir,

Transformasyonun ardindan 300 mikrolitre transformat bakteri omegi 100 mikro
gram/ml amfisilin igeren katt LB palte ortamma yayma yoluyla ekilerek 18 saat 37 °C de inkiibe
edilmigtir. inkiibasyon sonunda kolonilerden rasgele 5 ornek alinnug ve bu omekler 100
mikrogram/ml amfisilin igeren svi LB besi ortaminda 37 °C de 24 saat inkitbe edilmis ardindan
da bu bakterilerden metot boliimiinde ayrimih olarak agiklanan plazmit izolasyonu yontemiyle
plazmitler izole edimigtir. Bu kolonilerden hangilerinin PTEN ¢DNA tagiyan koloniler
olduklarint anlamak amaciyla, kolonilerden ayn ayn izole edilen plazmitler klonlamada
kullanilan EcoRI enzimi ile 37 °C de 16 saat kesilerek agaroz jel elektroforezinde kontrol
edilmigtir (sekil 6).

lkb marker

Sekil 6. Kolonilerden izole edilen plazmitlerin EcoRI enzimi ile kesimi.

Sekil 6’ de gorildigi gibi 2, 4 ve 5 nolu koloniler PTEN ¢DNA barmdiran
kolonilerdir. Dolayst ile bu kolonilerden (2, 4 ve 5 nolu) izole ettigimiz pcDNA3. 1 ekspresyon
vektérleri PTEN cDNA igermektedirler. Biz klonlama stratejimizi tek enzim kullanarak
geligtirdigimiz i¢in bundan sonra sormamiz gereken soru bu PTEN cDNAlanmn sens mi? anti
sens oryantasyonunda mi? Klonlandigt olmasi gerekmektedir. Dolayist ile PTEN cDNA sinin
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oryantasyonunu (sens mi? Anti sens mi? olarak klonlandigm) saptayabilmek igin klonlamanin
oldugunu saptadimiz 2, 4 ve 5 nolu kolonilerden izole edilen plazmiti Scal enzimi ile
oryantasyon belirleme amach olarak kesmeye karar verdik Sca I enzimini secmemizin nedeni
bu enzimin PTEN cDNA iizerinde bir kesim bolgesi (950 inci niikleotitden) ve pcDNA
ekspresyon vektoril tizerinde bir kesiiﬁ bolgesi (4985 inci nikleotitden) icermesidir(sekil5),
PTEN cDNA ve pcDNA3.1 DNA dizileri tizerindeki Scal ve EcoRI restriksiyon enzim kesim
bolgelerinin saptanmas: i¢in Genetyx progranu kullamlmistir,
Scal

EcoRl orey bona EcoRI

Scal

PTEN cDNA

Scal
4985 *

950
Sekil 7. PTEN cDNA s1 ve pcDNA3.1 iizerindeki Scal kesim bolgeleri. ’

PTEN ¢DNA’min ekspresyon vektorii pcDNA3.1’e giris yoniine gore Sca 1 enzimi
kesim runlerinin degiseceginden yola ¢ikarak PTEN ¢DNA’simn pcDNA vekioriine hangi
oryantasyonda klonlandiim saptayabildik. Dolayis: ile sens oryantasyonunda klonlama olduysa
kesim sonucunda gozleyecegimiz DNA fragmentlerinin biyukiokieri: 3400 bp ve 2400 bp
olarak beklenirken, anti sens oryantasyonunda kionlama olduysa DNA fragmentlerinin
uzunluklar: 4600bp & ~1600bp olarak beklenmektedir (Sekil 7) (fragment biyukiikleri
Genetyx progranu kullamilarak saptannmgtir).
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Sekil 8. 1-5 nolu kolonilerden izole edilen Pplazmitlerin Scal enzimi ile kesimi.

Buna gére 2, 4 ve 5 nolu kolonilerden izole e&iéimiz plazmitler 37 °C de 16 saat Scal ile
kesilmistir. Bu kesim sonucu vapdan jel elektroforezi bize 4 nolu koloninin sens
oryantasyonunda oldugunu dolayist ile  konlamann dogru olarak 4 nolu kolonide
gergeklestigini gostermektedir (sekil 8).

Ekspresyon vektorinin hazirlanmasmin ardindan PTEN ekspres etmeyen PC14
hiicrelerine lipozomal transfeksiyon kiti olan FugenHD kullandarak PTEN cDNA tagiyan
ekspresyon vektorii ve kontrol amagh bos vektor kahic: transfeksiyon yontemi ile aktanlmistir.
Transfeksiyondan 24 saat sonra plazmiti alan hicrelerin seleksiyonuna zeocin (400
mikrogram/ml) ile baglanmigtir Transfeksiyondan 30 giin sonra PTEN ve bos vektor transfekte
edilen hiicrelerde kolonilerin olusmaya basladigs transfeksiyon yapiimayan PC14 hicrelerinin
ise ortamdan yok oldugu sekil 9°da goriilmektedir.
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PC14 kontrol 1 giin PC14-pcDNA 1 giin PC14 Pten Wt 1 giin

PCl4 kontrol 10gin ~ PC14- pcDNA 10 giin

PC 14 kontrol 24 giin PCl4-pcDNA 24 gin ~ PC Pten Wt 24 giin

Sekil 9. PC14, hiicrelerinin gen transferi ardindan secilimleri ve kolonilerin olusmast.

Koloniler yeteri kadar bityiiylince tripsin edilerek 6 well playtlere aktanimis, ardindan bu
hiicrelerin materyal ve metot bolumiinde aynntili olarak belirtildipi gibi protein ornelderi
toplanmis ve PTEN eksprese edip etmedikleri Western blot yontemi ilc test edilmigtir. PTEN
ekspresyonu dogrulanan hiicrelerin aynca fosfo-Akt ve Akt duzeyleride Western blot yontemi
ile aragtrilmgtir. Sekil 10°da PC14 ve bos vektor transfekte edilen PC14 hiicrelerinde PTEN
ekspresyonu gozlenmezken PTEN ¢DNA’s: tastyan ekspresyon vektori ile transfekte edilen
PC14 hiicrelerinin PTEN ekspresyonu goriilmektedir. Aynca sadece PTEN transfekte edilen
hiicrelerde PTEN ekspresyonunun fosfo-Akt seviyesini olduk¢a azaltigs da aym sekilde
gorilmektedir (sekil 10). |
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Sekil 10. PTEN gen transferinden sonra PC14 hiicrelerinin PTEN, Akt ve fosfo-Akt
ekspresyon diizeyleri.

PTEN eksprcsyonu gozlendikten sonra yeniden yaratilan PTEN ekspresyonumun hicre
invazyonuna etkisi BD matrijel invazyon odaciklan kullanilarak gosteriimistir. Calismamizda
“growth faktor” azaltilmg invazyon odalan kullamlmustir. Metot béliiminde ayrntih olarak
anlatildiga gibi PC14, bos vektor transfekte edilmis PC14 ve kahct PTEN transfekic edilmis
PC14 hiicreleri her invazyon odaciginda 2,5 x10* olacak sekilde % 0.1 BSA ig:efen serumsuz
besi ortanu igersinde ekilmis, invazyon odaciklanmin digina ise kemoatraktan olarak %10 FCS
iceren besi ortami konulmustur. Hiicreler 24 saat CO2 inkibatorde 37C de inkiibe edildikten
sonra invazyon odaci iginde kalan (non-invaziv) hiicreler cell scaper kullanilarak kazinarak
uzaklagtinimg, B(";'ylece invazyon odacifinda sadece dig yiizeye gegmis (invaziv) hucreler
kalmugtir. Ardmdan invazyon odaciinin digma gegmis hiicreler metanol ile fiske edildikten
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sonra toludien blue ile boyanmis ve invaziv hiicreler mikroskop altinda poriintilenmigtir.
Invazyon yapan hiicrelerin sayilan kontrol hiicresi PC14’lerin invazyon sayilarma boliinerek
kontrole oranla % invazyon degerleri bulunmugtur (sekil 11). Sekil 11’de gorildugi gibi
kontrole oranta, bos vektor transfekte edilmis PC14’lerin invazyonu hemen hemen aym iken
PTEN kaher transfekte edilmis huicrelerin invazyonlan PTEN ekspresyonu sebebiyle %75
oraninda baskilanmaktadir (p<0.001).

3 B e 2 s ’ SRR AN AR

ontrole Oraals Iavanm

2 s Lol ARSI

Sekil 11. PTEN ekspres etmeyen PCI4 hiicrelerinde kalici transfeksiyon yontemi ile yaratilan
PTEN ekspresyonunun hiicre invazyomma etkisi ve invazyon odacigmdaki hiicrelerin
mikroskop altinda goriirimii.
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Tartigma

Bu galigmada, ilk olarak 14 fakh kicik hiicre disi akciger kanseri (NSCLC) hiicre
dizilerinin standart kultiir ortaminda PTEN ekspresyonlan western blot yontemi ile
aragtinlmagtir (sekil 2). Buna gore, hiicre dizilerinin yansinda PTEN ekspresyonunun ya gok
fazla azaldigzm yada tamamen kayboldugunu gordik. Bu sonucumuz literatir ile uyumludur,
akciger kanserlerinde PTEN ekspresyonunun yaklagik %40 ila %50°sinde kayboldugu bu
kaybin ise kromozomal delesyon ile yada PTEN promotor metillenmesi ile oldugu rapor
edilmektedir (KOHNO ve ark. 1998; WIGLER ve ark. 1997). PTEN tumor baskilayic: geni
dual etkili bir fosfatazdir ve hem lipidleri hem de proteinleri defosforile edebilir (WENG ve
ark., 2001). Bizim sonuglanmiza goére yeniden yaratilan PTEN ekspresyonu invazyonu %75
oranmnda baskilamaktadir. Biz aynca yeniden yaratlan PTEN ekspresyonun AKT
fosforilasyonunu da olduk¢a azaltti@im saptadik. Dolayis1 ile PTEN’in invazyonu baskilayici
etkisinin Akt inaktivasyonu uzerinden olmast kuvvetle muhtemeldir. Bir Serin/Treonin kinaz
olan Akt, PI3 kinazin downstream effektoriidiir. Akt Treonin 308 ve Serin 473 den PI3-kinaz
tarafindan fosforillenerek tamamen aktiflesir (RODRIGUEZ-VICIANA ve ark, 1994;
PLEIMAN ve ark., 1994; FRANKE ve ark, 1995; DUEK ve ark., 1997. TOKER ve
CANTLEY 1997). Aktiflesmis Akt anti-apoptotik molekiil olarak bilinir ve PI3K/Akt yolaginn
apoptosisi gesit mekanizmalarla inhibe ettii rapor edilmistir (DATTA ve ark, 1999;
KANDEL ve HAY 1999). Ustelik Akt aktivasyonunun metastatik davramsla dogrudan iligkili
olabilecegi dustniilmektedir (NAKANISHI ve ark., 2002). Ozes ve ark. fosforillenmis Akt’nin
bir transkripsiyon faktori olan NFkB’nin transkripsiyonel aktivitesini arttirdigm
gostermiglerdir (OZES ve ark., 1999). NFkB hiicrelerin yagamlanm sirdirebilmeleri icin
gerekli bir faktordir ve gesitli hedef genlerin expresyonunu inditkleyerek invazyonu ve
metastazr ilerletmesi mimkiin  olabilir. Ornegin, NFkB’nin kemokin reseptoriiniin
ekspresyonunu indiikleyerek kanser hiicrelerinin migrasyonunu ve metastazim ilerlettigi rapor
edilmigtir (SU ve ark., 1998). Aynca, PTEN’in malignant gliomalarda thrombospondin I
ekspresyonunu ve angiogenezi diizenledigi de rapor edilmistir (HELBIG ve ark., 2003).
Angiogenez ve metastaz arasmda; bir iliski oldugu bilindigine gore PTEN’in angiogenezi
diizenleyerek metastaza kontrol etmesi muhtemeldir. PTEN, Akt aktivitesini engelleyerek
NFkB aktivitesini de inhibe edebilmektedir (GUSTIN ve ark., 2001). NFkB hiicre yasamu igin
gerekli bir ﬁanshipsiyonel faktordiir, kanser hicreleri metastaz yapmak igin gesitli genlerin
ekspresyonuna ihtiya¢g duyarlar bu sebeple ihtiyag duyulan genlerin transkripsiyonlarim
aktiflestirecek bir traskripsiyon faktériine ihtiyag olmast muhtemeldir, literatiirde PI3K-Akt-
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NFkB yolag ve bu yolag: kontrol eden PTEN'in metastazdaki roln iizerinde bir calismaya
rastlanmamstir. PTEN’in NFkB aktivasyonunda onemli bir yolak olan PI3K-Akt-NFkB yolunu
PI3-kinazi inaktiflestirmek yoluyla inhibe etmesi muhtemeldir.

Bizim bulgulanmiza gore PTEN ekspresyonu hicre igin onemli bir yolak olan Akt
yolagim inaktive ederek hiicre invazyonunu baskilamaktadir. Nakanishi ve ark Akt
aktivitesinin inhibe edilmesiyle kanser hiicrelerinin soft agarda koloni olusturma yeteneklerinde
azalma oldugunu rapor etmiglerdir (NAKANISHI ve ark. 2002), bu sonug bizim bulgulanmizi
destekler niteliktedir ciinkit; soft agarda koloni olusturma yeteneginin baskilanmast kanser
hiicre malignant ozelliginin baskilandizina isaret eder. Bu sebeple, yukarida ver alan tum ,7
gozlemlerin iginda PTEN, PI3K, Aki, NFkB ve metastaz arasinda bir iliski olabilecegi
kuvvetle muhtemeldir. ‘ 7

PTEN’in lipid fosfataz aktivitesine ek olarak bir de protein fosfataz aktivitesi meveuttur
(TANURA ve ark., 1998). PTEN’in lipid fosfataz aktivitesini icin nasil inositol lipidler (Ptdins-
3.4,5-P; ve Ptdins-3,4-P,) PTEN igin ana hedef ise protein fosfataz aktivitesi icin ana hedef
FAK (Fokal Adezyon Kinaz) dir (TANURA ve ark, 1998). Bizim calismamizda yeniden
yaratlan PTEN ckspresyonunun FAK fosforilasyonuna  etkisinin  de arastiriimast
gerekmektedir. Cunki, PTEN in hicre invazyonunu baskilayabilecedi iki potansiyel hedefi
bulunmaktadir. Bunlardan birisi PI3K-Akt-NFkB yolag digeri FAK yolagidir. Dolayist ile,
FAK kinaz fosforilasyonuna PTEN ekspresyonunun etkisinin de arastmimasiun  Onemli
oldugunu diigiinmekteyiz, aynica Akt aktivasyon kaybmin NFkB akiivitesini engelledigi
diisinildigiinde aragtrmalara NFkB aktivitesi ve bu nioklear faktoriin hedeflerinin de
eklenmesi gerekmektedir. En son adim olarakta yarattigimiz PTEN ekspres eden hiicrelerin
nude micelann akciger loblanndan birine enjekte edilerek in vivo kosuslarda PTEN’in
metastaza etkisinin aragtinimasi da bu caligmayr takiben aragtinlmast gerekli konulardan

Bu degindigimiz noktalan hedefleyen ve caligmamizin devami niteligindeki proje
teklifimizin yazini baglamigtir ve Mayis 2008 doneminde TUBITAK a destek igin bagvuru
yapmasi planlanmaktadir. ‘
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Oz (en cok 70 kelime)

Akciger kanseri dinya genelinde kanser sebepli oliimlerin basinda gelmektedir. Kanserden
kaynaklanan éliimlerin sebebi ise bilindigi tizere kanserin metastazidir. Kanser konusunda
yapilan birgok aragtirmaya ragmen iiséeﬁikie kanser metastazinin molekiler mekanizmalan
tizerine bilgilerimiz oldukga sinirlidir vé metastaz kontrol eden genlerin bulunmas: hedefe
yonelik tedavi yaklagimina oldukca fayda getirecegi siphesizdir. Akciger kanserlerinde
PTEN gen inaktivasyonun oldukga sik gergeklestigini saptadigimiz icin biz bu ¢alismada
PTEN timor baskilayict genini okaryotik ekspresyon vektoriine klonlayarak, PTEN
ekspresyon kaybi olan kiigiik hicre dist akciger kanseri PC14%¢ kahci transfeksiyon
yontemi ile aktanldi ve yeniden yaratilan PTEN ekspresyonunun hiicre invazyonu
engelledii matri jel invazyon odacif kullanilarak gosterildi. Dolayisi ile bir tiimoér

baskilayict gen olan PTEN’in hiicre invazyonunu da kontrol ettigi bu cahsma ile
gosterilmektedir.
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