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OZET

Ugur, M. Metastatik meme kanseri hiicrelerinde mTOR iizerinde etkili
bazi mekanizmalarin arastirlmasi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Biyokimya Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2014. Meme
kanseri patogenezinde reseptorler ve sinyal yolaklarinin 6nemli rol oynadig
bilinmektedir. Hiicre proliferasyonunda merkezi rol oynayan ve diger sinyal
yolaklar ile etkilesim igerisinde olan mTOR, metastatik {i¢lii negatif insan meme
kanseri olan MDA-MB- 231 hiicre hattinda hedef olarak secilmistir.Kanser
hiicrelerinde malin fenotipin ortaya ¢ikmasinda iyon kanallar1 ve reseptdrlerin agiri
eksprese olarak katkida bulundugu saptanmistir. Bunlara arasinda voltaj kapili
sodyum kanalinin neonatal alternatif kirpilma {irtini nNavl.5 ve Nog-4
molekiillerinin mTOR {izerindeki etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir.Bu amacla
nNav1.5 inhibitorii olarak fenitoin, Nog-4 inhibitorii olarak da y-sekretaz inhibitorii
Kullanilmigtir. Bunlarin mTOR {izerindeki etkileri mTOR’un 6zgiil substratlart olan
S6K ve 4E-BP1’in fosforillenmis aktif formlarinin ekspresyonlart zamana bagl
olarak “Western Blot” yontemi ile saptanmistir. Fenitoin mTOR’un 6zgiil
substratlarmin p-70s6k p-4E-BP1 ekspresyonlarini 24 saat sonunda %21 ve %23
oraninda azaltmistir. y-sekretaz ise bu substratlarin ekspresyonlarini 72 saat sonunda
%66 ve %25 oraninda azaltmigtir.  Hiicre proliferasyonu iizerine nNavl.5
inhibisyonu etkili olmazken, Nog-4 inhibisyonu hiicre canliliginda 48 saat sonunda
%50 oraninda azalmaya neden olmustur. Sonu¢ olarak, nNavl.5 ve Nog¢-4
molekiillerinin  mTOR  tlizerinde etkin olduklar1  belirlenmistir.  Hiicre
proliferasyonunda merkezi bir rol olan bu molekiiliin sistem olarak ele alinmasi,
nNavl.5 ve Noc¢ ile birlikte hedef alinarak tedavide etkin stratejilerinin

gelistirilmesine katkida bulunmas1 beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Metastatik meme kanseri, mTOR, nNavl.5, Nog-4,
proliferasyon, p-p70S6K (Thr 389), p-4E-BP1 (Thr 37/46)
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ABSTRACT

Ugur, M. Analysis of the effect some mechanisms which targets mTOR in triple
negative breast cancer cells. Hacettepe University Institute of Health Science,
Master Thesis in Biochemistry, Ankara, 2014. Signal trunsduction pathways play
crucial roles in breast cancer pathogenesis. mTOR, which plays a central role in cell
proliferation and interacts with several cell components, is selected as a target in
MDA-MB- 231 metastatic, triple negative human breast cancer cell line. The Notch
signalling pathway is activated in MDA-MB-231 cell as compared to non metastatic
MCF 7 cells. lon channels are also known to be involved in the emergence of
malignant phenotype in cancer cells. For example, the neonatal splice variant of
voltage gated sodium channels is activated and contribute to metastatic behaviour of
in MDA-MB 231 cells. Thus, we aimed at analysing the effects of Notch-4 receptor
and nnav 1.5 sodium channel on mTOR. For this purpose, Phenytoin and gamma
secretase inhibitor is used for inhibiting nnav 1.5 sodium channel and Notc-4
respectively. Their effects on mTOR was analysed by detecting the time dendent
expression of phosphorylated, active forms of its specific substrates, S6K ve 4E-BP1
by “Western Blot” . Phenytoin, decreased the expression of p-70s6k p-4E-BP1,21%
and 23% in 24 hours respectively. While, gamma secretase inhibitor coused a
decrease by 66% and 25% in 72 hours. The inhibition of nnav 1.5 activity did not
effect cell proliferation significantly. However, inhibition of Notch 4 receptor
signalling resulted in 50 % reduction in cell viability in 48 hours. It is concluded that,
nNavl.5 and Nog-4 are effective on mTOR activity. Thus, it may be important to
consider this central molecule as a system and the co-inhibition of nNav1.5, Notch-4
and probably other cell components may contribute the development of efficient

treatment strategies .

Key Words: Metastatic breast cancer, mTOR, nNav1.5, Notch-4, proliferation, p-
p70S6K (Thr 389), p-4E-BP1 (Thr 37/46)
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1. GIRIS ve AMAC

Okaryotik organizmalarda hiicrelerin kaderi hiicre disindan alinan sinyaller
ile belirlenmektedir. Bu sinyaller, hiicre yiizeyinde ve hiicre i¢inde bulunan
reseptorleri araciligi ile alinir. Bu reseptorler hiicre i¢indeki sinyal yolaklarini aktive
ederek ve/veya dogrudan DNA ile etkilesim igerisine girerek hiicre ¢ogalmasi,
farklilasma, gelisim, sag kalim, migrasyon gibi siire¢lerde rol oynarlar. Reseptorler
ve sinyal yolaklarinda rol alan molekiillerin ekspresyon seviyelerinde, aktivitelerinde
veya yolaklarin diizenlenmesinde meydana gelen degisimler kanser gelisimine

katkida bulunmaktadir (1).

Meme kanserinin de i¢inde bulundugu pek ¢ok kanser tiiriinde reseptdr tirozin
kinazlarin asir1 ekspresyonu, mutasyonu veya sinyal yolagi bilesenlerindeki
mutasyonlar PI3K/Akt/mTOR sinyal yolaginin siirekli aktivasyonuna sebep
olmaktadir. Bu sinyal yolagi hiicre ¢ogalmasindan invazyona, apoptozun
Onlenmesinden anjiyogeneze, timor biiyiimesinden metastaza kadar birgok

metabolik ve fizyolojik islevden sorumludur (2).

Nog sinyal yolagi cesitli molekiiler mekanizmalar ile hiicre farklilagmasi,
cogalmasi, canliligt ve embriyonik donemde doku gelisimi, organ olusumu ve
sinirlarinin belirlenmesi gibi siireclerde rol oynar. Memelilerde bulunan dort tip Nog
reseptoriinden (Nog¢ 1-4), Nog¢ 1 ve Nog¢ 4’ iin meme kanseri gelisiminde énemli rol

oynadigi yapilan ¢aligmalar ile ortaya konulmustur. (3-5).

Kanser gelisiminde o©nemli rolii olan metastatik siiregte etkili olan
PIBK/Akt/mTOR ve No¢ sinyal yolaklarina ilaveten voltaj kapili sodyum
kanallariin da 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Metastatik meme kanseri hiicre
hattt olan MDA-MB-231 hiicreleri iizerinde yapilan c¢alismalar sayesinde
nNav1.5(Neonatal voltaj kapili sodyum kanali izoformu) ekspresyon seviyesindeki

artig bu bilgiyi dogrulamaktadir (6-8).

PI3K/Akt/mTOR sinyal yolag: ile Nog sinyal yolagi arasindaki iligki pek cok
malignant hiicre tipinde yapilan ¢alismalar ile ortaya konulmustur. Her iki yolagin

da benzer genlerin ekspresyonunu arttirdigi, Nog¢ reseptorlerinin PI3K/Akt/mTOR



sinyal yolagi sayesinde p53 inhibisyonuna sebep oldugu, Nog hiicre i¢i boliimiiniin
fosforile ederek yapisal biitlinliigiiniin korunmasinda PI3K/Akt/mTOR yolaginin
gorevli oldugu bilinmektedir. Yine Nog¢ sinyal yolagmin y-sekretaz inhibitori ile
inhibisyonu sonucu No¢ ve Akt/mTOR yolaklarinin etkisinin azalisina, Akt ve
MTOR ekspresyon seviyesinde diisiise ek olarak PI3K ve mTOR inhibitorleri de
kullanilarak yapilan ¢alismalarda Nog-1 aktivasyonunun sonladigi bilinmektedir (9-

15).

No¢ sinyal yolagina ek olarak PI3K/Akt/mTOR sinyal yolaginin iyon
kanallar1 ekspresyonunda da gorevli oldugu bilinmektedir (16, 17).

Bu arastirma kapsaminda, elde edilen bilgiler 1s181nda metastatik insan meme
kanseri hiicre hattt olan MDA-MB-231 hiicrelerinde ekspresyon seviyelerinin arttig1
bilinen nNavl.5 ve Nog¢-4 reseptoriinin PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi
bilesenlerinden mTOR {izerindeki etkilerini ve bu iki 6nemli molekiiliin

PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi ile iliskisini agiklamak amag¢lanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Meme Kanseri

Meme kanseri, kadinlar arasinda ¢ok yaygin olup akciger kanserinden sonra
goriilme siklig1 en yiiksek olan ikinci kanser tiirtidiir. ACS (American Cancer
Society) verilerine gore 2008 yilinda diinya ¢apinda 1,3 milyon kanser olgusu
tanimlanmis olup, kansere bagli Oliimlerin sayis1 ise 465.000 olarak rapor

belirtilmistir (18).

Meme kanseri hiicreleri birden fazla genetik ve epigenetik anomali
gostererek, malin fenotipin ortaya cikisini, proliferatif sinyalin siirekliligini ve hiicre
sag kalimini saglarlar. Bunlar arasinda BRCA1 (Breast Cancer 1) ve BRCA2 (Breast
Cancer 2) genlerindeki mutasyonlar, kaspaz yolaginda goriilen bozukluklar, hiicre
dongiisiiniin siklin ve siklin bagimli kinazlar araciligi ile kontroliinde goriilen
bozukluklar, hiicre dongiistinde gorev alan p27, p21, p53 vb proteinlerin kaybi, Bad
(Bcl-2 associated death promoter), Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), Bcl-XL (B-cell
lymphoma extra large), FOXO (Forkhead Box Protein O) transkripsiyon faktorleri
gibi Onciil apoptotik proteinlerin kayb1 ve/veya etkinliginin azalisi, TNF-a (Tumor
Necrosis Factor-a), Fas ligand, TRAIL (TNF-a related apoptosis inducing ligand)
gibi apoptotik sinyallerin kaybi, c-myc asir1 ekspresyonu vb mekanizmalar 6rnek

verilebilir (18, 19).

Meme kanseri, klinik ve molekiiler agidan olduk¢a karmagsik bir yapiya
sahiptir. Bu karmasik yapinin ortaya ¢ikmasinda yapisal heterojenite, gen ekspresyon
seviyesindeki degisimler énemli rol oynamaktadir (19, 20). Ornegin meme kanseri
hiicre hatlar1 iizerinde yapilan ¢alismalar sayesinde bazi hiicre hatlarinda
progesteron ve dstrojen reseptorii bulunurken (MCF-7, T4D) baz1 hiicre hatlarinda bu
reseptorlerin bulunmadigr gozlenmistir (MDA-MB-231). Ancak reseptdr tirozin
kinazlarin, No¢ ve G protein kenetli reseptorlerin tiim meme kanseri hiicrelerinde
normalden daha fazla seviyede sentezlendigi yapilan calismalar ile ortaya
konulmustur. Ozellikle HER1 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 1) ve
HER 2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2)’ nin asir1 ekspresyonu meme

kanseri gelisiminde, proliferatif sinyalin siirekliligini saglamada, apoptozun



Onlenmesinde ve hiicre i¢i sinyal yolaklarmin aktivasyonunda onemli bir yer
tutmaktadir. Bu sinyal yolaklarina 6rnek olarak PI3K (Fosfotidilinozitol 3 kinaz)/Akt
(Protein kinaz B)/mTOR (mammalian target of rapamycin), Ras (Rat sarcoma),
ERK (Extracellular signal-regulated kinase)/ MAPK( Mitogen-activated Protein
Kinase) sinyalleri sayilabilir. Yine bu sinyal yolaklari bilesenlerinde goriilen
mutasyonlar ve/veya asir1 ekspresyonlar meme kanserinde sik¢a goriilmektedir (18,

21).

Kansere bagli oliimlerin %90’ min metastaz nedenli oldugu bilinmekte olup
yapilan ¢aligmalarda metastatik siirecteki rolleri agiklanmig olan PI3K/Akt/mTOR ve
Nog sinyal yolaklarina ilaveten voltaj kapili sodyum kanallarinin neonatal Navl1.5

izoformununda asir1 ekpresyonu goriilmektedir (6-8).
2.2 PI3K/Akt/mTOR Sinyal Yolagi

PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagt; hiicre proliferasyonu, sag kalimi, biiyiimesi,
migrasyon, anjiyogenez, metastaz ve hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi gibi

pek ¢ok hiicresel siiregte rol oynar (2, 22-25).
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Sekil 2.1 PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi. Meric-Bernstam ve Gonzalez-Angulo
2009 (61)’dan alinmustir.

PI3K ailesi proteinleri, reseptor tirozin kinazlar (RTK) ve G proteini kenetli

reseptorler (GPCR) araciligr ile almman mesajlarin iletiminden sorumlu olan



proteinlerdir. Yapisal ozellikleri, substrat 6zgiilliiklerinin farkli olusu, aktivasyon
mekanizmalarinin ve fonksiyonlarinin birbirinden farkli olusu sebebiyle ii¢ sinifa

ayrilirlar.

L.SINIF PI3K’lar proliferasyon, sag kalim ve hiicre biiylimesi gibi olaylarda
rolii en iyi arastirilmis smif olup IA ve IB olmak lizere iki sinifa ayrilmistir.
Regiilator ve katalitik alt birim olmak tizere 2 alt birimden olusan heterodimerik
proteinlerdir. p85 regiilator alt birimi, memelilerde PIK3R 1, PIK3R2, PIK3R3 olmak
lizere 3 gen tarafindan sirastyla p85a, p85p, pS5y izoformlari olarak kodlanir. p110
katalitik alt birimi ise, PIK3CA, PIK3CB, PIK3CD olmak lizere 3 gen tarafindan
pl110a, p110B, p110y izoformlar1 olarak kodlanir (23, 26).

IA: GPCR, RTK ve Ras gibi bazi onkogenlerle etkileserek aktive olurlar.
Reseptore baglanma, aktivasyon ve enzimin membrana lokalizasyonunda gorev
almakta olup, p110 baglanma bolimii ve 2 adet SH2 (Src Homology 2) bolimii
igerir. SH2 boliimii reseptdr tizerindeki fosforile tirozin birimlerini taniyip baglanir,
membrana lokalizasyonu saglar. p110 katalitik alt birim ise, N-terminalde p-85
baglanma boliimii, Ras baglanma boliimii, membrana baglanma boliimii, helikal
boliim, C-terminalde Kkatalitik boliimden olusur. Aktive olan pl110 alt birimi
membranda PIP, (Fosfotidilinozitol 4,5 bifosfat)’den PIP; (Fosfotidilinozitol 3,4,5
trifosfat) olusumunu saglar (23, 26).

IB: pll10y katalitik alt birim ve plOl regiilator alt birimden olusan
heterodimerik bir proteindir. GPCR ile etkileserek aktive olurlar (6, 9).

II. SINIF PI3K’lar sadece katalitik alt birimden olusan monomerik
proteinlerdir. PIK3KC2a, PIK3KC2p, PIK3KC2y olmak {izere 3 izoformu vardir. N-
terminal bolimii takiben, Ras baglanma bolimii, helikal bolim ve katalitik
boliimden olusurlar. RTK, sitokin reseptor, integrinler araciligi ile aktive olurlar.
Substrat olarak Pl (Fosfotidilinozitol) ve PI(4)P (Fosfotidilinozitol 4-fosfat)
kullanirlar (23, 26). III.SINIF PI3K’lar vps34 (Homolouge of the yeast vacuolar

protein sorting defective 34) olarak da adlandirilan, katalitik alt birimden olusan



monomerik bir proteindir. PI(3)P (Fosfotidilinositol 3-fosfat) iiretirler. Hiicre

biiyiimesi ve otofajide gorevlilerdir(23, 26).
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Sekil 2.2 PI3K ailesi proteinlerinin yapisi. Liu, Cheng ve digerleri 2009 (23)’dan

alinmustir.

Akt, multifonksiyonel bir serin/treonin kinaz olup farkli genler tarafindan
kodlanan 3 izoformu bulunmaktadir. Aktl tiim dokularda, Akt2 insiiline duyarl
karaciger, iskelet kas1 ve adipoz dokularda, Akt3 ise beyin ve testiste sentezlenir.
Tim izoformlar benzer bir yapiya sahip olup N-terminalde PH (Pleckstrin
Homology) boliimii, serin/treonin kinaz boliimii ve C-terminalde regiilator boliimden

olusurlar (27-32).

AKT1
T308 sSa73

Sekil 2.3 Akt izoformlar1. Bellacosa, Kumar ve digerleri 2005 (28)’den alinmistir.



Akt aktivasyonu, membrana lokalizasyon ve fosforilasyon ile ger¢eklesen ¢ok
asamali bir siiregtir. PI3K aktivasyonu sonucu membranda olusan PIP;’e PH
boliimiiniin yiiksek affinite ile baglanmasi sonucu Akt membrana lokalize olur.
Membranda Akt aktivasyonunu etkileyen 2 bdlgeden fosforilasyona ugrar. PDKI
(Fosfotidil Bagimli Kinaz 1) tarafindan aktivasyon ilmegi “T-loop” olarak
adlandirilan bolgede Aktl Treonin 308 (Akt2 Treonin 309, Akt3 Treonin 305), C-
terminalde bulunan Serin 473 (Akt2 Serin 474,Akt3 Serin 472) ise mTORC2
tarafindan fosforile edilir. Akt aktivasyonu i¢in T-loop fosforilasyonu oldukca
onemli olsada C-terminal fosforilasyonu T-loop’da konformasyonel degisime sebep
olarak Akt aktivitesini arttirir (27, 28).

Fosforile olarak aktiflesen Akt, aralarinda GSK3p (Glikojen sentaz kinaz 3f3),
Bad, FOXO transkripsiyon faktorlerinin, p21, mdm 2 (Mouse double minute 2
homologue), NOS (Nitrik Oksit Sentaz), NF-kB (Nuklear Faktor-kB), Fosfofruktoz
2-kinaz, TSC2 (Tuberus Sclerosis Complex 2) vb proteinleri fosforiller. Ayrica MMP
(Matriks Metalloproteinaz) salimimini, GLUT1 (Glucose Trasporter 1) ve GLUT4
(Glucose Trasporter 4) membrana translokasyonunu, HIF-1 (Hypoxia Inducible
Factor-1) ve VEGF (Vascular Endotelial Growth Factor) ekspresyonlarini arttirarak

hiicre dongiisli, sag kalimi, hiicre biiylimesi, metabolizma, anjiyogenez, invazyon

gibi siireglerde rol oynar(22, 25, 27-30, 33, 34).

L
AKT Kinoee
TECRTE0! // \\\
HNEH
—
Fosfofretre SmYIL
m'I’OFI PED/PEATP Bl GluTd OSK3Y
Fv \ l L lun-i"‘ o= 7 i
HIF1  S6K 4EBP) — h_“_ - 3
¢ cran
HIF-1's gen M N;L“_ Qr-e (g;’ &5
bedefleri O [ ”“ somill
HUCRE BUYTMEST, SAC KALIM \ETABOLIZMA PROL[HR.\S\ 0
TRANSLASYON,
RIBOZOMAL PROTEIN
SENTEZI

Sekil 2.4 Akt’nin etkileri. Bellacosa, Kumar ve digerleri 2005 (28)’den alinmustir.



MTOR, serin/treonin kinaz olup mMTORC1 (Mammalian Target of
Rapamycin Complex 1) ve mTORC2 (Mammalian Target of Rapamycin Complex
2) olarak adlandirilan 2 farkli kompleks ile islev goriir. PI3K/Akt vb sinyal
yolaklari, mitojenik sinyaller, besin alimi, hiicre i¢i enerji ve oksijen seviyesine

gore hiicre biiylimesi ve protein sentezini diizenler (35-41).

MTOR aktivasyonu TSC1, TSC2 ve Ras ailesinden Rheb (Ras homolog
enriched in brain)’i igeren bir olaydir. TSC1 ve TSC2 ile kompleks halinde bulunan
Rheb’in aktivasyonu TSC2 tarafindan onlenmektedir. Normal durumda TSC2’ye
bagli olan GTP (Guanozin trifosfat) Akt tarafindan TSC2’nin fosforile edilmesi
sonucu Rheb’e baglanir. Rheb mTORC1’de mLSTS8’e baglanarak mTOR’u aktive
eder. Ayn1 zamanda Akt PRAS40°] fosforile ederek mTOR iizerindeki inhibitor
etkisini kaldirir (17, 35, 37, 40, 42-44).

MTORC1; mTOR Katalitik alt birimi, Raptor (Regulatory associated protein
of mTOR), PRAS40 ( Proline Rich Akt Substrate 40 kDa), mLSTS8 (Mammalian
lethal with sec 13 protein 8), Deptor (Dep domain containing mTOR interacting
protein), Tti/Tel 2 kompleksinden olusur. mTORCI1 iki Onemli proteini
fosforilleyerek translasyonda hizla artigsa sebep olur ve bu sekilde protein sentezini
diizenler. S6K ( Ribozomal protein S6 Kinaz)’ y1 fosforile ederek ribozomal protein
ve ribozom biyogenezi ile ilgili proteinlerin ekspresyonunu saglar. 4E-BP1
(Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E Binding Protein) fosforile ederek
eLF4E (Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E) iizerindeki inhibitor etkisini
sonlandirir. Siklin-D1, c-myc, Bcl-2, Bcl-XL, VEGF gibi proteinlerin ekspresyonunu
saglar (17, 36, 43, 44).

Bunlara ek olarak mTORCL1 TIF-1A (Transcription Initiation Factor-1A)’y1
fosforile ederek RNA polimeraz 1 ile etkilesimini, Maf-1 (RNA polimeraz Il
represorii) baskilayarak tRNA transkripsiyonunu, SREBP1/2 (Sterol Regulatory
Element Binding Protein 1/2) aktive ederek membran yapisina katilacak lipidlerin
sentezini, DAP1 (Death Associated Proteinl) vb proteinleri baskilayarak otofajinin
Onlenmesini saglar (17, 36, 43, 44).



MTORC2; mTOR Kkatalitik alt birimi, Rictor (Rapamycin insensitive
companion of mTOR), PRAS40, mLSTS8, mSIN1 (Mammalian stress-activated
protein kinase 1), Tti/Tel 2 kompleksinden olusur. Akt, SGKI1 (Serum and
Glucocorticoid induced kinase 1), PKCa (Protein Kinaz C o) vb bir¢ok proteini
fosforile eder (17, 44).
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Sekil 2.5 mTOR’un etki mekanizmalari. Guertin ve Sabatini 2007 (35)’den

alinmastir.

PI3K’1n aktivasyonu sonucu olusan PIP3 ikinci mesajct olarak gérev yapan ve
pek cok sinyal yolagimi etkileyen bir molekiildiir. PIP3 hiicre ici seviyesi, PI3K
regiilasyonu ve PIP; fosfatazlarin aktivasyonu ile kontrol edilmektedir. PTEN
(Phospatase and Tensin Homologue) ve SHIP (SH2 domain-containing inositol 5'-
phosphatase) PIP3;’den PIP, olusumunu saglayarak sinyal yolaginin kontroliinii
saglarlar (22, 23, 26).
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2.2.1 PI3K/Akt/mTOR Sinyal Yolag inhibitorleri

PI3K/Akt/mTOR yolaginin pek ¢ok kanser tiirtinde asir1 uyarilmis olusu bu

yolagin bilesenlerine ait inhibitorlerin gelistirilmesini saglamistir (45).

PI3K proteinlerinin inhibisyonu, pl110 Katalitik alt birimini hedefleyen
inhibitorler ile saglanmaktadir. Bu inhibitorlerden Wortmannin p110 alt biriminin
Lizin802 rezidiisii ile kovalent bag kurarak geri doiistimsiiz sekilde PI3K’y1 inhibe
eder. LY-294,002 kompetetif ve geri donilisiimlii olarak p110 Kkatalitik alt birimin
ATP baglanma bolgesindeki Valin882, Lizin883, Metiyonin804, Triptofan812,
Metiyonin953’e baglanarak PI3K’1 inhibe eder (46, 47). izoform segici inhibitdrler
ise tedavi edici Ozellikleri ¢ogaltilmis, toksik 6zellikleri azaltmis olup daha kuvvetli
inhibisyon saglarlar (48-50). Bu inhibitorlere drnek olarak GD0491, NVPBEZ235
(51-54), GD40941, XL147, ZSTK474 vb verilebilir (45, 49, 50, 55).

Akt inhibisyonu ise fosfotidilinozitol analoglari, ATP (Adenozin trifosfat)
kompetetif inhibitorleri, allosterik inhibitorler, PH boliim inhibitorleri olmak iizere
siiflandirilabilirler. Boylece inaktive olan Akt hedef molekiilleri etkileyemez hale

gelir (32, 48-50, 56).

mTOR inhibitérlerinden rapamisin ve RADO001, CCI,779, Everolimus,
Tesrolimus vb analoglar hiicre biiylimesi ve ¢gogalmasini inhibe ederek anti-tiimoral
etki gosterirler. Rapamisin hiicre i¢i reseptorii olan FKBP12 (FK506-Binding Protein
12)’ye baglanarak kompleks olusturur. Bu kompleks mTORCI1’e dogrudan
baglanarak mTOR yolaginin inhibisyonuna sebep olur. Ancak mTORC?2 iizerinde
etki gostermez (37, 38, 57-60).

2.2.2 PI3K/Akt/mTOR Sinyal Yolag1 ve Meme Kanseri

PI3BK/Akt/mTOR sinyal yolag1 proliferasyon, hiicre transformasyonu,
apoptozun Onlenmesi, DNA tamiri, multi-drug resistance 1 vb proteinlerin
ekspresyonunu arttirarak ilag direnci yaratmak gibi molekiiler mekanizmalarda rolii
olmasi nedeniyle kanser gelisimi ve tedavisinde 6nemli bir rol oynamaktadir (38, 57,

61-66).
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Kanser gelisiminde PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi aktivasyonu iizerinde
yapilan caligmalar genelde iki mekanizma iizerinde durmaktadir. Bunlardan birincisi

RTK asir1 uyarimi, ikincisi ise sinyal yolagi bilesenlerindeki somatik mutasyonlardir
(67-69).

Meme kanserinde goriilen PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi mutasyonlarindan
en Onemlisi pl10a alt birimini kodlayan PIK3CA geninde meydana gelen
mutasyonlar olup % 10 — 40 oraninda goriiliirler. Bu mutasyonlar ii¢ amino asidin
bagka amino asitler ile yer degistirmesi sonucu meydana gelir. Mutasyonlarin
meydana geldigi bolgeler ise kinaz boliimiinde H1047R ve helikal boliimde E542K,
E545K birimleridir. p85a alt birimindeki mutasyonlar ise siklikla SH, boliimleri
arasinda goriiliir. Bu mutasyonlar p85 ile p110 alt birimi arasindaki etkilesimi inhibe

ederek enzimatik fonksiyonun artigina yol agar (61, 70-76) .

Akt’deki mutasyonlar genellikle PH boliimiindeki 17. amino asit olan lizinin
glutamik asit ile yer degistirmesi (E17K) seklinde olup % 5 — 24 oraninda goriiliirler.
Bu mutasyon plazma membranina siirekli lokalizasyonu Serin 473’den siirekli

fosforilasyonunu saglar (61, 63, 66).

PI3K/Akt/mTOR sinyal yolag: regiilasyonunda 6nemli rol oynayan PTEN’de
goriilen mutasyonlar da oldukca onemli olup meme kanserinde % 50 oraninda

gozlenmektedir (25, 61, 66, 76, 77)

PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi inhibitorlerinin kemoterapi (60, 78) endokrin
terapi (tamoksifen, raloksifen vb ilaglar) (59, 64, 65, 68, 69, 79-88) velveya
radyoterapi (89-93) ile birlikte kullanildiginda, sinerjitik etki gosterdigi, ilag
direncini azaltarak tiimor boyutunda kiiciilme ve gerilemeye sebep oldugu

gOriilmiistiir.
2.3 Nog Sinyal Yolag:

Nog¢ sinyal yolagi basit omurgasizlardan, kompleks omurgalilara kadar
korunmus bir yolaktir. Yirminci yiizyilin baslarinda ilk kez Drosophila

melanogaster’in kanatlarindaki dantelimsi, ¢entikli yap1 dikkat ¢ekmis olup 1985°te



12

bu fenotipe neden olan gen klonlanmis ve gentik anlamina gelen Nog¢ ad1 verilmistir
(3, 94). Nog sinyal yolagi ¢esitli molekiiler mekanizmalar ile hiicre farklilasmasi,
cogalmasi, canlilig1, adhezyon ve organ smir1 belirlenmesi gibi siireclerde rol oynar.
Nog sinyal yolagi embriyoda ii¢ germ tabakasindan (mezoderm, endoderm,ektoderm)
tireyen dokularin gelisiminde, organ olusumunda ve eriskin organizmada doku

yenilenmesi iizerinde etkilidir (3-5).

Memelilerde Nog¢ 1-4 olmak tizere dort adet Nog reseptorii bulunmaktadir. Bu
reseptorler, hiicre zarin1 bir kere kateden ve bir seri tipik motifler igeren
glikoproteinlerdir. Tim Nog reseptorleri olduk¢a benzer bir yapiya sahip olsa da,
hiicre dis1 ve hiicre i¢i boliimlerinde bir takim farkliliklar gosterirler. Reseptorlerin
hiicre dis1 bolimiinde 29-36 adet EGF (Epidermal Growth Factor) benzeri
tekralayan birimler igerir. Hiicre dig1 bolimii takiben NRR (Negative Regulator
Region) bolimii bulunur. Bu boliim 3 adet sisteince zengin LNR (LIN-12, Notch
related region) tekrarlarindan olusur ve reseptor dimerizasyonunda gorevlidir.
No¢’un hiicre i¢i boliimiinde ise 6 adet ankrin tekrari, RAM (RBP-J Associated
Molecule) bolimii, 2 adet NLS (Nuklear Lokalizasyon Sinyali), TAD
(Transcriptional Activation Domain) ve C-terminalde PEST (Proline, Glutamat,

Serin, Treonin) dizisi yer alir (3, 94-97).

Nog reseptorlerinin ligandlar;; memelilerde Delta ve JAG/Serrate (DSL)
ailesine ait olup, Delta benzeri(l1)-1, 3, 4, JAG1 ve JAG2 olmak iizere 5 adettir. Nog
reseptOrlerine benzer sekilde DSL ligandlari tek gecisli transmembran proteinler olup

EGF benzeri tekrarlayan birimler igerirler (3, 5, 94-96).

Yeni sentezlenmis Nog reseptorleri bir dizi tranlasyon sonras1 modifikasyona
ugrar. Endoplazmik retikulumda EGF benzeri tekrarlar POFUT1 tarafindan
fukozilasyon (O-fukozil transferaz) ve Fringe (B1,3-N-asetilglukozamin transferaz),
Rumi tarafindan glikozilasyona ugrar. Bu modifikasyonlar dogru katlanma ve ligand
ile interaksiyonda Onemlidir. Fonksiyonel No¢ reseptorii, hiicre yiizeyinde
heterodimer halde bulunur. Bu yapmin olusmasi i¢in golgi aygitina taginmasini

takiben proteinler S1 kirilma bolgesinden furin benzeri konvertaz ile kirilir ve iki
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adet alt birim olusur, bu iki alt birim kovalent olmayan Ca**’a duyarli bir baglant ile
bir arada tutulurlar (4, 94, 96-100).
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Sekil 2.6 Nog reseptorleri ve ligandlarinin yapisal 6zellikleri. Wang 2011 (96)’den

alimmustir.

Nog sinyal yolagi; diger sinyal yolaklarinin tersine fosforilasyon kaskadlari,
ikincil mesajcilar gibi mekanizmalara ihtiyag duymaz. Translasyon sonrasi
modifikasyonlar ile son seklini alan Nog¢ reseptérii membrana yerlestikten sonra
ligand baglanmasi ve internalizasyon ile sinyal iletimi baglar. Ligand-reseptor
etkilesimi sonucu reseptoriin hiicre disina bakan kisminda konformasyonel degisim
meydana gelerek ikinci bir kirilma bdlgesini agiga ¢ikarir. Ikinci kirllma ADAM (A
Disintegrin and Metalloproteinase) ailesinden TACE (TNF-a Converting Enzyme)
tarafindan gergeklestirilir (3, 94, 101-103). Bu kirilma membranin hiicre disina yakin
kisminda gergeklesir ve membrana bagli No¢ formunu olusturur. Ugiincii kirilma zar
ici proteolitik yikim olup y-sekretaz (Presenilin Y, Nikastrin, Pen-2 ve Aph-1)
kompleksi tarafindan gerceklestirilir (3, 102, 104). Bu kirilmalar sonucu serbestlesen
NICD (Notch Intracellular Domain) hiicre ¢ekirdegine girer (3).
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NICD hiicre ¢ekirdegine girdiginde, DNA’ya dogrudan baglanamadigindan
RBP-J (Recombination Signal Binding Protein-J) ile birlesir ve RBP-J baglama
bolgesi i¢eren genlerin transkripsiyonunu aktive eder. NICD ve RBP-J transkripsiyon
faktorii olan CSL (CBF1, Su(H), LAG-1) kompleks olusturur. Bu yapiya
transkripsiyonel aktivator protein ailesinden MAML (Mastermind Like), SKIP (Ski-
interacting Protein), histon asetil transferazlar p300 ve PCAF (P300/CBP Associated
Factor)’in da katilimi ile transkripsiyonel aktivatore doniisiir ve bu sekilde Nog
hedef genlerinin transkripsiyonunu baslatir. Bu genler arasinda Hes (Hairy/enhancer-
of-split), HRT (Hairy-related Transcription Factor), Hey (Hairy/enhancer-of-split
related with YRPW motif), p21, siklin D1, siklin A, NF-xB vb genler bulunur (3, 94,
100, 105).

Sinyalin sonlanimi, siklin bagimli kinaz 8, Numb, E3 ubikuitin ligaz Fbw7,
Deltex ve daha bir ¢ok enzimin fosforilasyon ve ubikitinleme mekanizmalar

sayesinde Nog reseptoriiniin degredasyonuna baghdir (3, 5, 96, 102, 106, 107).
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Sekil 2.7 Nog Sinyal yolagi. Miele 2006 (3)’dan alinmustir.
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2.3.1 Nog¢ Sinyal Yolag1 ve Meme Kanseri

Nog¢ reseptorleri veya ligandlarinin asir1  ekspresyonu, mutasyonu ve
degredasyonda rol oynayan Numb vb genlerin kayb1 genis ¢apta bozukluklara sebep
olmaktadir. Bunlara arasinda intrahepatik safra kanali yetmezligi olan Alagille
Sendromu, CADASIL (Cerebral Autosomal-Dominat Arteriopathy with Subcorticol
Infarcts and Leukoencephalopathy), T-hiicre akut lenfoblastik 16semi, Spondilokostal
Dizostoz sayilabilir. Mutasyona ugramis veya aktivitesi artmis olan Nog reseptorleri
meme, prostat, pankreas, akciger, servikal, kolon ve diger kanser tiirleri ile iligkilidir
(4, 108-110).
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Sekil 2.8 Nog¢ sinyal yolagmin kanseri ile iliskisi. Roy, Pear ve digerleri 2007
(103)’den alinmustir.

Meme kanserinde Nog¢ 1 ve Jagged-1 normalden daha fazla seviyede tiimor
olusumuna, agregasyona ve zayif prognoza sebep olmaktadir (111-115). Ayrica
Noc¢!’in hedef genlerinin proliferasyonu indiikleyen genlerin transkripsiyonunu sag

kalima (10), PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi araciligi ile p53 aracili apoptozun
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onlenmesine (9, 11-14, 116, 117), NF-xB, VEGF ve matriks metalloproteinazlarin
aktivitesini arttirarak metastaz, invazyona ve ilag direncine sebep olmaktadir (118,

119) .

Nog 1 ile birlikte Nog 4 reseptoriiniin de meme kanseri gelisiminde oldukca
onemli rolii oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya konulmustur (114, 120, 121). Nog¢ 4
ekspresyonunun artigi proliferasyona, invazyona ve kontakt inhibisyonun ortadan
kalkmasina sebep olmustur. Ote yandan PI3K/Akt sinyal yolag1 hedeflerinden mdm-
2’nin de Nog¢ 4 ubikitinlenmesine sebep oldugu bilinmekte olup bu yolagin asir

aktivasyonu sonucu bu etkinin de ortadan kaldirildigi bilinmektedir (106).

Ote yandan Nog¢ 2 reseptoriiniin ise timor gelisimini Onlemekte olup,

apoptozu sagladig yapilan ¢aligmalar ile ortaya konulmustur (122).

Bu durum Nog sinyalinin inhibe edilmesine yonelik ilaglarin tasarimina yol
acmistir. Sinyal yolagi inhibe edilirken ligand ve reseptor ekspresyonu, ligand
ubikinasyonu, reseptor ligand baglanmasi, ADAM ve y-sekretaz aracili boliinme,
CSL kompleksi ile birlesme, translasyon sonrast modifikasyonlar vb mekanizmalar

kullanilmaktadir (97, 123, 124).

Preklinik ¢aligmalarda en ¢ok kullanilan yontem y-sekretaz aracili proteolitik
kirilmanin bu komplekse 0Ozgiin inhibitorler ile engellenmesi olmustur. Bu
inhibitdrler aspartil proteaz transisyon evresini taklit etmek {izere tasarlanmistir.
Yapilan caligmalarda bu inhibitorlerin proliferasyon ve metastazi inhibe ettigi,
kemoterapotik ilaglarla beraber kullanildiginda ise 1ilag direncini azalttig

goriilmiistiir (108, 112, 123, 125-129).
2.4 Voltaj Kapih Sodyum Kanallar

Canli tiim hiicreler zar potansiyelinin siirdiiriilmesinden sorumlu iyon
kanallarina sahiplerdir. Bu kanallar zar lipitleri, hiicre i¢i ve hiicre dis1 pH, mekanik
stres, zar voltaj1 ve elektrokimyasal iyon gradienti gibi parametrelere bagli olarak
iyonlarin hiicre zarindan ge¢isine izin veren proteinlerdir. Elektriksel uyarinin

tiretiminde ve iyon dengesinin diizenlenmesinde gorevli olan bu kanallar ligand
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kapilt iyon kanallar1 ve voltaja duyarli iyon kanallar1 olmak iizere iki grupta
toplanmaktadir. Voltaja duyarli iyon kanallarindan, sodyum kanali ilk olarak 1995
yilinda sigan prostat kanseri hiicre hattinda tesbit edilmistir (130).

VGSC (Voltaj Kapili Sodyum Kanallar1) genellikle néron ve kas hiicreleri
gibi hiicrelerde bulunmakla birlikte, glia, lenfosit, osteoblast, fibroblast ve endotel
hiicrelerinde de bulunurlar. Zar depolarizasyonu sirasinda hiicre ig¢ine hizla Na*
iyonlariin gecisine aracilik ederek hiicrelerde aksiyon potansiyelinin iiretimini ve

yayilimini saglarlar (131).

Voltaj kapili sodyum kanallar1 plazma membranini kateden proteinlerdir.
Kanalin por olusturan kismi, dért adet homolog alt birimden olusmaktadir (DI-DIV).
Bu alt birimlerden her biri, alti adet zar1 kateden boliime sahiptir (S1-S6). Bu
heterodimerik zar proteinleri genellikle por olusturan bir a-alt birimi ve bu alt birim
ile iligki igerisinde bulunan bir yada daha fazla yardimci -alt birimlerinden olusur

(132, 133).

DI DIl Dl DIV p1 B2
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Sekil 2.9 Voltaj kapili sodyum kanallarinin yapisi. Clare ve digerleri 2000 (132)’den

alinmustir.

Memelilerdeki VGSCa ailesinin en az dokuz islevsel iiriinden olustugu,
SCNAIL-SCNI11A genleri tarafindan kodlandigr bilinmektedir. VGSCa alt birimi tek
basina iyon segici kanal olusturma yetenegine sahiptir. VGSC’lerin farkli dokularda

farkli isleve sahip olmasmin sebebi a-alt birimin en az farkli on gen tarafindan
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kodlanmas1 ve alternatif kirpilma yolu ile elde edilen ¢ok sayida izoformunun
bulunmasindan kaynaklanmaktadir (132, 134, 135). VGSCP’nin ise SCNI1-4B
genleri tarafindan kodlanan dort adet islevsel iirtinii oldugu bilinmektedir. VGSCP
alt birimleri a-alt birimlerinin plazma membranina yerlesmesini ve kanalin diger
sinyal proteinleri ile iletisime gegmesini saglayarak VGSCa aktivitesinin

diizenlenmesine neden olur (134-137).

Voltaj kapili sodyum kanallar1 invazyon, galvanotaksis, yana genisleme,
capraz go¢, adhezyon, endositik zar aktivitesi, damar olusumu ve nitrik oksit iiretimi

gibi hiicresel siire¢lerde rol oynarlar (132, 138).
2.4.1 Voltaj Kapihh Sodyum Kanallar1 ve Meme Kanseri

Cesitli hiicresel olaylarda rol oynayan 6zellikle potasyum, sodyum ve klor
iyonlarina gegirgen olan iyon kanallarina ait gen ifadelerinin pek c¢ok kanser tiiriinde
Oonemli oranda arttig1 bilinmektedir. Bu kanser tiirlerine 6rnek olarak; meme, prostat,
lenfoma, mezotelyoma, noroblastom, kiiciik hiicreli ve kiiciik hiicreli olmayan

akciger kanseri verilebilir (131, 132, 138-140).

Kanser hiicrelerinde VGSC’nin embriyonik formlar1 goriilmektedir. Bu
formlar onkof6tal genlerin alternatif kirpilma farkliliklarindan dogmaktadir ve bu
sayede kanal siirekli olarak acik durumda tutulmaktadir. Gelisim esnasinda
Nav1.5’in D1:S3 bolgesinde alternatif kirpilmast sonucunda 5' ekzon (neonatal) ve 3'
ekzon (adult) arasinda 31 niikleotidlik fark goriiliir, bu farklilik 7 amino asitlik bir
degisime sebep olmaktadir (141). Meme kanserinde goriilen form Nav1.5’in neonatal
formu olup D1:S3’iin hiicre dis1 ucunda korunmus olan aspartatin lizin ile yer
degistirmis halidir. Aspartat kalintisinin olmayist biitiin D1:S3 5' neonatal ekzonlarin
karakteristik ozelligidir (134, 141-143).Yine yapilan calismalar ile elde edilen
bilgiler yardimi ile metastatik meme kanseri biyopsi orneklerinde neonatal Navl.5
seviyesinin artmis oldugu tespit edilmistir, bu kanal hiicrelerin metastatik

ozelliklerini destekleyici sekilde aktivite gostermektedir (144).

Insan meme kanseri hiicre hatlarinda VGSCp alt birimlerinin gen ifadelerinin artt1

yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur. Ornek olarak B1’in mRNA ve protein
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seviyelerinin metastatik meme kanseri MDA-MB-231 hiicrelerinde yiiksek oranda
artig1 verilebilir (145).

Bolgesel yada genel VGSC aktivitesinden kaynaklanan Na* iyonu
konsantrasyonundaki herhangi bir degisim, zar potansiyelini, Ca*™ ve pH dengesini,
Na* bagiml enzimlerin aktivitesini degistirmek yolu ile metastatik hiicre davraniglari
iizerinde etkili olabilmektedir. Ornegin MDA-MB-231 hiicreleri iizerinde yapilan
caligmalar Na* iyonlarinin hiicre disina gegisinin hiicre zari etrafindaki pH’nin
diistisiine dolayisi ile sistein katepsinlerin proteolitik aktivitesini arttirarak invaziv

Ozelligin artmasina sebep olmustur (146, 147).

Yine iyon dengesinin degisimi iyon bagimli pek ¢ok kinaz proteinlerini de
aktive etmektedir. Bunlara 6rnek olarak PKA (Protein Kinaz A), PKC (Protein Kinaz
C), Ca'?kalmodulin bagimli protein kinaz Ornek verilebilir. Aktin iskeletini

diizenleyen bu kinazlar invazyon, hiicre gogii, salgilama ve vesikiiler tasimayi

arttirirlar (7, 8, 148, 149).
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1 Kimyasal Malzemeler

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler; Hidroklorik asit (%37), H,O,
(Hidrojen peroksit) ¢ozeltisi (%30), akrilamid- bisakrilamid ¢ozeltisi (%30), gliserol,
sodyum Kkloriir (NaCI), sodyum floriir (NaF), sodyum molibdat (Na,Mo0O,), sodyum
pirofosfat (NasP,0O7), sodyum ortovanadat (NazVOg), sodyum hidroksit (NaOH),
sodyum deoksikolat, imidazol, glisin, Tris HCI, Tris baz, SDS (Sodyum Dodesil
Siilfat), Fenitoin, y-sekretaz inhibitorii, LY-294,002, proteaz inhibitor kokteyl, Etilen
glikol tetraasetik asit (EGTA), Fenilmetilsiilfonil florid (PMSF), Etilendiamin
tetrasetik asit (EDTA), Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) yiiksek
glukozlu, Tripsin-EDTA ¢ozeltisi (%0.25), izopropil alkol, protein molekiiler agirlig
belirleyici, Ponceau S boyasi, BCA kit (Sigma, Almanya). Phosphate buffered saline
(PBS) tablet, amonyum persiilfat (APS), tetrametiletilen diamin (TEMED) , B-
merkaptoetanol, Triton X-100, Dimetil siilfoksit (DMSQO), Bovine serum albumin
(BSA), Tween 20 (Amresco, ABD). Rapamisin, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum bromid (MTT) (Serva, Almanya). Fetal bovine serum (FBS), n
penisilin-streptomisin amfoterisin ¢ozetisi, L- Glutamin, tripan mavisi ¢ozeltisi
(Biological Industries, Israil). Fosfo-p70S6 kinaz (Thr389) monoklonal antikoru,
Fosfo-4E-BP1(Thr 37/46) monoklonal antikoru, Nog-4 monoklonal antikoru, MMP-
9 monoklonal antikoru, TIMP1 monoklonal antikoru, anti-tavsan sekonder antikoru,
anti fare sekonder antikoru, 20XLumiglo ve 20XPeroxide (Cell Signaling
Techonolgy, Amerika). B-aktin monoklonal antikoru, anti tavsan sekonder antikoru,
asetik asit, metanol (Merck, Almanya). Nitroseliloz membran (Amersham,

Almanya).

3.2 Kullanilan Cihazlar

Buzdolab1 (2-8°) Arcelik, Tiirkiye
Derin dondurucu (-20°C) Argelik, Tirkiye

Mikroplaka okuyucusu Molecular Devices, ABD



Laminer hava akimli kabin

Inkiibator

Manyetik Karistirict

Ters fazli mikroskop

Analitik Terazi

Santrifiij

pH metre

Calkalayici

Elektroforez cihazi

Western blot transfer cihazi

Otomatik pipetler

Kodak Gel Logic 1500

3.3 Yontemler
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Hera Cell, ABD
Hera Cell, ABD
IKAMAG, Tiirkiye
Nikon TMS, Japonya
Mettler, Isvicre
Niive, Tiirkiye
Orion, ABD
Heidolph, Almanya
BioRad, ABD
Biorad, ABD
Gilson, Fransa

Carestream Healty Inc. , ABD

Calismamizda insan metastatik meme kanseri hiicre hatt1 olan MDA-MB-231

hiicrelerinin kiiltiirii yapilarak deneylerde kullanilmak {izere g¢ogaltildi. Oncelikle

hiicrelere uygulanan inhibitérlerin proliferasyon tizerindeki etkileri MTT yontemi ile

belirlendi. Inhibitdrlerin mTOR iizerindeki etkileri p-p70S6(Thr389) kinaz ve p-4E-

BP1(Thr 37/46), yolaklar arasinda etkilesim olup olmadigini incelemek i¢in Nog-4,

MMP-9, TIMP-1 ekspresyonu Western Blot yontemi ile degerlendirildi.
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3.3.1 Hiicrelerin Coziilmesi ve Ekimi

Sivi azot tankindan alinan dondurulmus hiicreler, 37°C’ lik inkiibatorde 1-2
dakika bekletildikten sonra, dikey laminar hava akimli kabine aktarilarak, % 1
penicillin-streptomycin amphotericin ¢ozeltisi, 2 mM L-Glutamin ve % 10 FBS

iceren yiiksek glukozlu besiyeri iceren 15 mililitrelik santrifiij tiiptine alindi.

Hiicre siispansiyonu 1200 g’ de 5 dakika siireyle santrifiij edildikten sonra,
slipernatan atilarak geride kalan pellete 1 mililitre besiyeri eklendi. Hiicreler
pipetlenerek, homojen bir karisim elde edildikten sonra kiiltiir kaplarina alinarak,

tizerlerine besiyeri eklendi.

Ters fazli mikroskop altinda incelendikten sonra %5 CO, igceren 37°C’ lik
inkiibatore yerlestirildi. Kiiltiiriin devamliligin1 saglamak i¢in besiyeri her giin
degistirildi. Hicrelerin kiiltiir kabin1 % 80 oraninda kapladiklar1 giinlerde ise

hiicreler, tripsinlenerek pasajlandi.

3.3.2 Tripsinizasyon

Kiiltiir kaplarindan atik besiyeri uzaklastirildiktan sonra, kabin igerisinde
kalan besiyerinden arindirabilmek i¢in oda sicakligina getirilmis PBS ile hiicreler iki
kez yikandi. Daha sonra kiiltiir kab1 igerisine % 0.25° lik Tripsin-EDTA ¢o6zeltisi
eklenerek inkiibator igerisinde 2-3 dakika hiicreler tripsin ile muamele edildi. Ters
fazli mikroskop altinda hiicrelerin kiiltiir kabindan tamamen ayrildiklar1 goriildiikten
sonra tripsin hacminin iki kat1 olacak sekilde besiyeri kiiltiir kabina ilave edildi.
Hiicre siispansiyonu 1200 g’de 5 dakika santrifiij edilip siipernatan uzaklastirildiktan
sonra, pellet 1 mililitre besiyeri ile pipetlenerek Thoma laminda sayimi yapildiktan

sonra kiiltiir kaplarma ekildi.

3.3.3 Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicrelerin bulundugu kiiltiir kaplarindan besiyeri uzaklastirtlip oda
sicakligindaki PBS ile iki kez yikandiktan sonra, tripsinizasyon asamasina gegildi.

Dondurma tiipii igerisine 700 pl yiiksek glukozlu besiyeri, 200 ul FBS, 100 pl
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DMSO (%10 DMSO, %20 FBS, %70 besiyeri) karisimi hazirlandi. Santrifiijden
sonra pelletin iizerine hazirlanan karisim eklenerek, hiicrelere zarar verilmeden
pipetaj yapild1. Icerisinde izopropil alkol bulunan dondurma kabina, tiipler konularak
-80°C’de 10 saat bekletildi. Hiicreler daha uzun siireli saklama saglayabilmek i¢in

s1v1 azot tankina alindi.
3.3.4 MTT Yontemi ile Sitotoksisite Calismalari

MTT yontemi, hiicrelerdeki dehidrogenaz aktivitesini 6l¢en kolorimetrik bir
yontemdir. Canli hiicrelerdeki mitokondri, sar1 renkli MTT boyasindaki tetrazolyum
halkasin1 mitokondriye bagli reaksiyon sayesinde suda ¢Oziinmeyen formazana
indirger. Olusan koyu mavi-mor renkli formazanin ¢ézlinmesiyle ortaya ¢ikan renk
degisikligi degerlendirilir. Mitokondriyal dehidrogenazlarin toplam aktivitesi ile
hiicre ¢cogalmasi arasinda dogrusal bir iliski oldugundan, ortama eklenen kimyasal
bilesigin sitotoksik olmasi durumunda, hiicreler canliligini yitirecek formazan

bilesikleri azalacak ve verilen absorbans diisecektir (150).

Bu yontemde MDA-MB-231 hiicreleri sayilarak 5000 hiicre/kuyucuk olacak
sekilde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekilmistir. 24 saat 37°C, % 5 CO;’li
ortamda tamamen yapismis olan hiicrelerin besiyeri, serumsuz besiyeri (%]l
penisilin-streptomisin amfoterisin ¢ozeltisi, 2 mM L-Glutamin igeren yiiksek
glukozlu besiyeri) ile degistirilmistir. 18 saat boyunca serumsuz besiyeri ile inkiibe
edilen hiicrelere inhibitoérler 100 ul olacak sekilde uygulanmistir. Segilen inhibitor
dozlari; rapamisin igin 1, 10, 100 nM, y-sekretaz inhibitori i¢in 1, 5, 25 uM,
LY,294-002 igin 1, 10, 100 uM, fenitoin i¢in ise 7, 70, 700 uM (169) lardir.
Fenitoin ¢oziiciisii olan NaOH, verilen dozlara gore ayarlanmis olup 7 puM ig¢in
3x10”7 N (Normal), 70 pM igin 3x107%, 700 uM igin 3x10™> N’dir. Diger
inhibitorlerin ¢oziiciisii olan DMSO ise, ortam hacminin % 0.1’ inin {izerine
cikmayacak sekilde ayarlanmistir. Ilaglar ¢oziiciileri icerisinde hazirlandiktan sonra
0.20 um’ lik filtre ile steril edilip hiicrelere uygulanmistir. Negatif kontrol
kuyucuklarina (ila¢ uygulanmamis hiicre grubu, maksimum yasam) inhibitorlerinin
¢oziiclileri olan DMSO (y-sekretaz inhibitord, rapamisin, LY,294-002) ve NaOH

(Fenitoin) igeren besiyeri eklenmistir. Pozitif kontrol kuyucuklarina (minimum
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yasam) ise % 5° lik H,O, iceren besiyeri eklenmistir. ilag uygulamasini takiben

hiicreler 24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Uygulamadan 24, 48 ve 72 saat sonra MTT reaktifi ile hiicre ¢ogalmasi
degerlendirilmistir. Inkiibasyon siiresi dolan gruplarm tiim kuyucuklarina MTT
¢ozeltisi, PBS igerisinde (Smg/ml, pH 7,2) 25 ul olacak sekilde ilave edilerek
karanlikta 37°C, % 5 CO;’ li ortamda 4 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun sonunda olusan formazan bilesiklerini ¢dziiniir hale getirmek
icin tiim kuyucuklarin tizerine 0,01 N HCI igeren % 10’ luk SDS ¢ozeltisi eklendi ve
18 saat 37°C, %5 CO;’ 1li ortamda inkiibe edildi. Olusturduklar1 renk siddeti

spektrofotometre ile 570 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.

HUCRELERIN QNG =
COGALTILMASI — TRIPSINIZASYON |—> HUCRE SAYIMI
vV
. .. SITOTOKSISITE
HUCRE EKIiMi —>| SERUM STARVASYON |—> CALISMALARI

Sekil 3.1 Sitotoksisite ¢aligmalarinin sematik gosterimi
3.3.5 Hiicre Lizatlarimin Hazirlanmisi

Hiicrelerin bulundugu kiiltiir kaplarindan besiyeri uzaklastirllip oda
sicakligindaki PBS ile iki kez yikandiktan sonra, tripsinizasyon asamasina geg¢ildi.
Hiicre sayimi yapildiktan sonra, 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina her kuyuya
3x10° hiicre ekildi. 24 saat yapismalar1 beklendikten sonra, 18 saat boyunca
serumsuz besiyeri ile hiicreler muamele edildi. Bu islem ile hiicrelerin aym
proliferasyon fazinda yakalanmasi ve tam besiyerinde bulunan serumun kullanilan
inhibitorlerle olasi etkilesiminin azaltilmasi amaglanmistir. Serumsuz besiyeri ile
inkiibasyon siiresi dolan hiicrelere, daha 6nce belirtilmis olan dozlardaki inhibitorler

uygulandi.
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Son derisimleri 50 mM TRIS-HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl, % 1 Triton X-
100, %1 SDS, % 0,5 sodyum deoksikolat, 1 MM EGTA, 50 mM NaF olacak sekilde
lizis tamponu, 0,2 um’lik filtreden gegirilerek +4°C’de muhafaza edildi. Lizat
hazirlama asamasindan hemen 6nce tampon ¢dzeltiye 2 mM Imidazol, 10 mM
NayP,07 1,15 mM Na;MoO4 1 mM NazVO, 1 mM PMSF, 1:10 diliisyon oraninda
proteaz inhibitdr kokteyli eklendi.

Lizat hazirlama islemlerinin timii buz tlizerinde ve +4°C’de gergeklestirildi.
Inhibitorlerler ile inkiibasyon siiresi dolan hiicreler, +4°C’de 5 dakika bekletildi ve
besiyeri uzaklastirilip iki kez PBS ile yikandi. Kuyu basina 150 pl lizis tamponu
eklendi. Hiicreler daha dnce sogutulmus olan kaziyici ile kaldirildi. Daha énceden
-20°C” de sogutulmus 1,5 ml’ lik mikrosantrifiij tiiplerine drnekler alindi. Ornekler
+4°C’ ye sogutulan santrifiijde 14000 g’ de 15 dakika santrifiij edildi. Proteinleri

iceren siipernatan kullanilacagi zamana kadar -20°C” de muhafaza edildi.
3.3.6 Orneklerdeki Protein Miktarimin Belirlenmesi

Western blot yontemi icin gerekli protein miktarin1 belirlemek amaciyla
lizatlardaki protein miktar1 Bisinkoninik asit yontemi ile hesaplandi (151). Bu
yontem i¢in temin edilen BCA Kit igerisinde bulunan Reagent A (0.1 N NaOH
icerisinde bisinkoninik asit, sodyum karbonat, sodyum tartarat ve sodyum
bikarbonat) ve Reagent B (%4’ liik bakir(Il) siilfat pentahidrat) sirasiyla 50:1
oraninda karigtirildi. Standartlar 1000 png/ml, 800 pg/ml, 600 pg/ml, 400 pg/ml, 200
pg/ml olacak sekilde 1 mg/ml lizis tamponu icerisinde ¢ozdiiriilmiis BSA’dan

hazirlandi.

96 kuyucuklu plaklardaki her kuyuya 200 pl olacak sekilde hazirlanmig
karisim konuldu. Standartlar i¢in 12 kuyucuk, her lizat i¢in 1 kuyu ve sadece lizis
tamponu iceren kor icin ise 2 kuyucuk kullanildi. Ornekler, standartlar ve lizis
tamponu 25 pl olacak sekilde kuyulara pipetlendi. Oda sicakliginda, ¢alkalayicida 2

saat inkiibasyonu takiben spektrofotometrede 562 nm’ de dl¢iim yapildi.

Standartlarin verdigi absorbans degerlerine gore elde edilen grafikten

cikarilan denkleme gore 6rneklerin mg/ml’sinde bulunan protein miktar: bulundu.
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3.3.7 Protein Analizleri
3.3.7.1 Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Western blot yontemine gecilmeden once hiire lizatlar1 poliakrilamid jel
elektroforezi ile ayristirildi. Bu yontemde kullanilan stok ¢ozeltiler olan ayirict jel
tamponu (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8), paketleyici jel tamponu (0,5 M Tris-HCI, pH
6,8), %10’luk SDS, yiiriitme tamponu (0,25 M Tris-HCI, 1,92 M glisin, pH 8,3) 10X
hazirlandi, kullanilmadan hemen oOnce 1X

olacak sekilde olacak sekilde

seyreltildi.Yontemde kullanilan jel ise %4-20 oraninda hazirlandi.Bu jelin

hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler ve miktarlari asagidaki tabloda belirtilmistir.

Tablo 3.1 Jellerin hazirlanisi

Jel Deiyonize | %30'luk Ayiri Jel Paketleyici | %10 %10 TEMED
Distile su | akril.- Tamponu Jel SDS APS (pl)
(%) (ml) bisakrilami | (ml) Tamponu | ¢ozelti | ¢cOzelti
d ¢ozeltisi (ml) si(ml) | si (ul)
(ml)
%4 6,1 1,3 - 2,5 0,1 50 10
%20 018 616 215 = 0,1 50 5

% 20’ lik olarak hazirlanan ayirici jel daha 6nce hazirlanip, jel dokiilmeden
once APS ve TEMED eklendi. Ayirict jel dokiildiikten sonra ylizeyi diizeltmek igin
izopropil alkol kullanildi. Jel donduktan sonra, iizeri kendi tamponu ile yikanarak
1zopropil alkol uzaklastirildi. Hazirlanan paketleyici jel ayirict jelin lizerine dokiiliip,

izerine tarak yerlestirilip polimerize olmasi beklendi.

Tablo 3.2 Ornek yiikleme tamponunun hazirlanis

Deiyonize 0,5M Tris-HCl, | Gliserol %10’luk SDS %0,5’lik
distile su pH:6.8 Bromfenol
mavisi
3,55 ml 1,25 ml 2,5ml 2 ml 0,2 ml

Ornek yiikleme tamponu yukarida belirtilen sekilde hazirlanip kullanilmadan

once 950 pul tampona 50 ul B-merkaptoetanol eklendi. -20°C *den alinan 6rnekler 30
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ng olacak sekilde 1:1 oraninda 6rnek yilikleme tamponu ile karistirildi. 95°C” de 5
dakika boyunca 1sitilarak denatiire edildi. Bu islemden sonra 6rnekler 1 dakika buzun
iizerinde bekletildi. ilk kuyuya protein molekiiler agirlik belirteci (5ul) olmak iizere
ornekler (40ul) kuyulara yiiklendi. Hazirlanan jel elektroforez tankina yerlestirilip,
tanka 1X yiiriitme tamponu eklendi. Ornekler 100 volt sabit voltajda 1 saat 30 dakika
yiuriitiildii (152).

3.3.7.2 Transfer ve Blotlama

Elektroforez isleminden sonra jeller 15 dakika boyunca transfer tamponunda
(25 mM Tris-HCI, 192 mM glisin, % 20 metil alkol, % 0,1 SDS) dengelendi. Jelin
boyutuna uygun olarak kesilip hazirlanmis nitroseliiloz membran, filtre kagitlar1 ve
fiber ped 2 dakika boyunca transfer tampon ile dengelendikten sonra sirasi ile fiber
ped, 2 adet filtre kagidi, jel, membran, filtre kagidi, fiber ped ile hava kabarcigi
kalmamasina dikkat edilerek paketleme yapildi.

Bu islemden sonra Biorad Mini Transblot cihazinin tanki transfer tamponu ile
doldurularak transfer islemi 70 volt sabit voltajda +4°C’ de 1 saat 30 dakikada
gerceklestirildi. Transferden sonra nitroseliiloz membran Ponceau S boyasi ile

boyanarak transferin diizgiin gerceklesip gerceklesmedigi kontrol edildi.

Membran TBS-T (20 mM Tris baz, 137 mM NaCl, %0,1 Tween 20)
icerisinde ¢oziilerek hazirlanmis % 5 oraninda yagsiz siit tozu igeren bloklama
tamponuna alindi, 1 saat oda sicakliginda bloklandi. Bloklama isleminden sonra

membran 5 dakika boyunca TBS-T tamponu ile yikandi.

Primer antikorla inkiibasyon i¢in once % 5 oraninda BSA iceren TBS-T
tamponu hazirlandi. Fosfo-p70S6 kinaz (Thr389) monoklonal antikoru, Fosfo-4E-
BP1(Thr 37/46) monoklonal antikoru, Nog¢-4 monoklonal antikoru, MMP-9
monoklonal antikoru, B-aktin monoklonal antikoru ve TIMP1 monoklonal antikoru
1:1000 diliisyon hazirlanan tampon ¢6zelti icine eklendi. Membranlar +4°C’de gece
boyunca primer antikor ile inkiibe edildi. Baglanmayan primer antikorun
uzaklastirilmasi i¢in membran 5 dakikalik siirelerle 3 kere TBS-T tamponu ile

yikandi.
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Sekonder antikor olarak kullanilan anti-tavsan sekonder antikoru ve anti fare
sekonder antikoru, 1:2000 oraninda % 5 BSA iceren TBS-T tamponunda hazirlandi.
1 saat oda sicakliginda membran sekonder antikor ile inkiibe edildi. Baglanmayan
sekonder antikorun uzaklastirilmasi i¢in membran 5 dakikalik siirelerle 3 kere TBS-T

tamponu ile yikandi.

Her membran icin yiikleme miktarin1 normalize etmek amaciyla
membranlara monoklonal B-aktin ile tekrar blotlama yapildi. Bu islem i¢in membran
once TBS-T ile oda sicakliginda, 15 dakika ¢alkalayici iizerinde yikandi. Membran
tekrar %35 oraninda yagsiz siit tozu iceren bloklama tamponuna alindi, 1 saat oda
sicakliginda bloklandi. Bloklama isleminden sonra membran 5 dakika boyunca TBS-
T tamponu ile yikandi. B-aktin 1:1000 diliisyon oraninda, %5 oraninda BSA igeren
TBS-T icerisinde hazirland1 ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast membran TBS-T ile 5 dakikalik stirelerle 3 kere yikandi. Sekonder antikor
olarak kullanilan anti-tavsan sekonder antikoru, 1:2000 oraninda %5 BSA igeren
TBS-T igerisinde hazirlandi. 1 saat oda sicakliginda membran sekonder antikor ile
inkiibe edildi. Baglanmayan sekonder antikorun uzaklastirilmasi i¢in membran 5

dakikalik siirelerle 3 kere TBS-T tamponu ile yikandi.

. L INHIBITOR

HUCRE EKIMI |>| SERUM STARVASYON |> UYGULAMASI
v ]
LIZAT
HAZIRLAMA [=| SDS-PAGE |> TRANSFER | BLOKLAMA
w ]

PRIMER ANTIKOR | SEKONDER ANTIKOR N KEMILUMINESANS

INKUBASYONU INKUBASYONU GORUNTULEME

Sekil 3.2 Western blot ¢aligmasinin sematik gosterimi

3.3.8 Kemiluminesans Goriintilleme

Yikama islemleri tamamlandiktan sonra membran kurumadan 20XLumiglo ve
20XPeroxide arttirllmis kemiluminesans kiti, kullanim protokoliine uygun olarak

hazirlanan ¢ozelti (9 ml deiyonize distile su, 0,5 ml 20XLumiglo, 0,5 ml
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20XPeroxide) ile sinyalin arttirilmasi gergeklestirildi. 5 dakika boyunca karanlik
ortamda, substrat soliisyonu ile inkiibe edilen membran daha sonra Kodak Gel Logic

1500 goriintiileme sistemine alind1 ve protein bantlar1 gézlendi.
3.3.9 Dansitometrik Analiz

Image Quant TL programinda bulunan molekiiler goriintiileme analiz yazilimi
kullanilarak dansitometrik analiz gerceklestiridi. Her bagimsiz deneyde, protein
bantlarinin yogunluklari B-aktin bant yogunluklarima oranlandi ve verilerin

ortalamasi hesaplandi.
3.3.10 istatiksel Analiz

Hiicrelere uygulanan inhibitorlerin doz ve giinlere gore etkinligi Graphpad
Prism programi kullamilarak "lki Yénlii Varyans Analizi" ile test edilmistir.
Deneylerin tekrarlanabilirligi ve giivenilirligi "Tek Yonli Anova" ile test edilmistir.
Protein ekspresyonu ve fosforilasyon seviyelerindeki degisim ise "Student t" testi ile

analiz edilmistir. p<0,05 olan degerler istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1 MDA-MB-231 Hiicrelerine Uygulanan Inhibitorlerin Sitotoksik Etkileri

Calismamizda insan metastatik meme kanseri hiicre hatti1 olan MDA-MB-231
hiicreleri tizerinde PI3K inhibitdrii olan LY-294,002 1-10-100 uM, mTOR inhibitorii
olan rapamisin 1-10-100 nM, Nog sinyal yolagi inhibitdrii olan y-sekretaz inhibitorii
1-5-25 uM, voltaja duyarli sodyum iyon kanali inhibitorii olan fenitoin 7-70-700 uM
olmak tizere uygulanan inhibitér konsantrasyonlariin hiicre canliligina olan etkileri

24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda MTT yontemi ile aragtirildi.

Inhibitorlerin etkinlik &lgiitii olan hiicrelerin %50’ sini ldiiren inhibitor

konsantrasyonu (IC50) degerleri agsagida belirtilmis olan formiile gére hesaplandi.
IC50=[1- (Test-MI)/(MO-MI)]x100
Test: Inhibitdr uygulamasi yapilan hiicrelerin verdigi absorbansin ortalamasi

MO: Inhibitér uygulamasi yapilmayan hiicrelerin verdigi absorbansin

ortalamasi (Negatif kontrol)

MI: %5’lik H,O, igeren besiyeri ile muamele edilen hiicrelerin verdigi

absorbansin ortalamasi (Pozitif kontrol)

Buna gore, rapamisin igin etkin siire 24 saat olup etkin doz 1 nM olarak
belirlenmistir. Ancak doz artisina bagli olarak azalan hiicre canlilik oranini bu
inhibitdr icin goriilmemistir. Voltaja duyarli sodyum kanallarinin hiicre
cogalmasinda etkisi olmadigi i¢in fenitoin uygulanmis hiicrelerde, uygulanan doz ve
zaman araliklarinda bir fark gozlenmemistir. y-sekretaz inhibitorii icin etkin siire 48
saat ve sonrasi olup etkin doz 12,5 uM olarak hesaplanmistir. LY-294,002 iki i¢in ise

etkin saat 48 saat ve sonrasi olup 10 uM olarak hesaplanmustir.

Tiim deneyler en 3 kez tekrarlanmis ve her uygulama tclii 6rnek olarak

caligilmistir.
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Sekil 4.1 Rapamisin’in zamana gore hiicre canliligi {izerindeki etkisi. Kontrole

oranla elde edilen inhibisyon sonuglari istatiksel agidan anlamli bulunmustur.

Belirgin olarak gozlenen degisimler p<0,05 “**”, p<0,01 “***” p<0,001 “****> jle

gosterilmistir. (p<0,05)
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Sekil 4.2 y-sekretaz inhibitoriinlin zamana gore hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi.

Kontrole oranla elde edilen inhibisyon sonuglari istatiksel anlamli bulunmustur.

Belirgin olarak gozlenen degisimler p<0,05 “**”, p<0,01 ***” p<(0,001 ****>

ile gosterilmistir. (p<0,05)
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Sekil 4.3 LY-294,002’nin zamana gore hiicre canlilig iizerindeki etkisi. Kontrole
oranla elde edilen inhibisyon sonuglar1 istatiksel agidan anlamli bulunmustur.
Belirgin olarak gbzlenen degisimler p<0,05 “**”, p<0,01 ***” p<0,001 *“****> jle

gosterilmistir. (p<0,05)
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Sekil 4.4 Fenitoin’in zamana gore hiicre canliligi iizerindeki etkisi. (p>0,05)
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4.2 MDA-MB-231 Hiicrelerine Uygulanan Inhibitérlerin mTOR Uzerindeki
Etkisi

PI3K inhibitérii olan LY-294,002 10-100 pM, mTOR inhibitorii olan
rapamisin 1-10-100 nM, Nog sinyal yolagi inhibitorii olan y-sekretaz inhibitorii 1-5-
25 uM, voltaja duyarli sodyum iyon kanali inhibitorii olan Fenitoin 7-70-700 uM
olmak tizere 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanan bu inhibitérlerin mTOR {izerine
olan etkisi incelendi. p-p70S6K (Thr389), p-4E-BP1 (Thr37/46) ve rapamycin
uygulanan grup igin Nog-4, MMP-9 ve TIMP1 ekspresyon diizeyleri Western Blot
yontemi ile degerlendirildi. Inhibitér uygulamas: yapilmayan hiicreler sinyal

yolaginin bazal aktivitesini gozlemlemek icin kontrol olarak kullanildi.

4.2.1 LY-294,002’nin  p-p70S6K(Thr389) ve p-4E-BP1(Thr37/46)

Ekspresyon Diizeyleri Uzerine Etkisi

PI3K inhibitorii olan LY-294,002 10 ve 100 uM olmak lizere 24, 48, 72 saat
boyunca uygulanmis ve mTOR {izerindeki etkileri mTOR’un substratlar1 olan p-
p70S6K (Thr389), p-4E-BP1 (Thr37/46) iizerinden Western Blot yontemi ile

degerlendirilmistir.

Elde edilen bulgulara gore; LY-294,002 10 uM dozda p-p70S6K( Thr389)
ekspresyonunu 24 saat sonunda % 17, 48 saat sonunda % 26, 72 saat sonunda % 42
oraninda azaltmistir. 100 uM dozda ise p-p70S6K( Thr389) ekspresyonunu 24 saat

sonunda % 18, 48 saat sonunda % 38, 72 saat sonunda % 45 oraninda azaltmistir.

LY-294,002 10 uM dozda p- 4E-BP1(Thr37/46) ekspresyonunu 24 saat
sonunda % 35, 48 saat sonunda % 54, 72 saat sonunda % 43 oraninda azaltmustir.
100 uM dozda ise p- 4E-BP1(Thr37/46) ekspresyonunu 24 saat sonunda % 58, 48

saat sonunda %57, 72 saat sonunda %36 oraninda azaltmistir.
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15-20 kDa

70-85 kDa

45 kDa

Sekil 4.5 LY-294,002 uygulanmigs MDA-MB-231 hiicrelerinde p- p70S6K (Thr389)

ve p- 4E-BP1( Thr37/46) ekspresyonu

Tablo 4.1 LY-294,002 uygulanmis MDA-MB-231 hiicrelerinde p70S6K (Thr389)
ekspresyonuna ait ortalama relatif bant yogunlugu. ( n=3, p70S6K (Thr389)/p-aktin)

ORTALAMA RELATIF BANT YOGUNLUGU #*
STANDART SAPMA
24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT
KONTROL(DMSO) 1,493+0,122 |1,570+ 0,111 | 1,686 + 0,183
LY-294,002 10 uM 1,249+0,066 |1,167 + 0,140 | 0,986+ 0,226
LY-294,002 100 uM 1,233+0,035 |0,986 + 0,226 | 0,939 + 0,097
Tablo 4.2 LY-294,002 uygulanmis MDA-MB-231 hiicrelerinde p-4E-BP1(

Thr37/46)/ ekspresyonuna ve ait ortalama relatif bant yogunlugu. ( n=3 , p- 4E-BP1(
Thr37/46)/B-aktin)

ORTALAMA RELATiF BANT YOGUNLUGU +
STANDART SAPMA
24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT
KONTROL(DMSO) 1,303+0,159 | 1,418+0,214 | 1,483%0,105
LY-294,002 10 uM 0,847+0,129 | 0,654+0,114 | 0,855+0,147
LY-294,002 100 uM 0,554+0,110 | 0,622+0,120 | 0,950+0,072
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p-p70S6K(Thr389) Ekspresyonu(%)
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Sekil 4.6 LY-294,002° nin zamana bagl olarak p-p70S6K (Thr389) ekspresyonuna

etkisi (% Degisim). Kontrole oranla elde edilen sonuglar istatiksel agidan anlamli

bulunmustur. Belirgin olarak gozlenen degisimler p<0,05 “**” p<0,01¢ ***>

p<0,001 “****> jle gdsterilmistir. (p<0,05)

p-4E-BP1(Thr 37/46)
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Sekil 4.7 LY-294,002° nin zamana bagli olarak p-4E-BP1 (Thr37/46) ekspresyonuna

etkisi (% Degisim). Kontrole oranla elde edilen sonuglar istatiksel agidan anlamli

bulunmustur. Belirgin olarak gozlenen degisimler p<0,05 “**”, p<0,01% ***>

p<0,001 “****> ijle gdsterilmistir. (p<0,05)




36

4.2.2 Rapamisin’nin p-p70S6K (Thr389), p-4E-BP1 (Thr37/46), Noc¢-4,
MMP-9 ve TIMP1 Ekspresyon Diizeyleri Uzerine Etkisi

mTOR inhibitorii olan rapamisin 1,10 ve 100 nM olmak iizere 24, 48, 72 saat
boyunca uygulanmistir. inhibitériin mTOR un substratlar1 olan p-p70S6K (Thr389)
ve p- 4E-BP1(Thr37/46) tizerindeki etkilerine ek olarak Nog¢-4, MMP-9 ve TIMP1

tizerindeki etkileri de Western Blot yontemi ile degerlendirilmistir.

Elde edilen bulgulara goére; rapamisin 1 nM dozda p-p70S6K (Thr389)
ekspresyonunu 24 saat sonunda % 22, 48 saat sonunda % 32, 72 saat sonunda % 39
oraninda azaltmistir. 10 nM dozda 24 saat sonunda % 48, 48 saat sonunda % 60, 72
saat sonunda % 31 oraninda azaltmistir. 100 nm dozda ise 24 saat sonunda % 54, 48

saat sonunda % 47, 72 saat sonunda % 29 oraninda azaltmistir.

1 nM dozda p- 4E-BP1(Thr37/46) ekspresyonu 24 saat sonunda % 23, 48 saat
sonunda % 59, 72 saat sonunda % 30 oraninda azaltmistir. 10 nM dozda p-4E-
BP1(Thr37/46) ekspresyonunu 24 saat sonunda % 28, 48 saat sonunda %26, 72 saat
sonunda % 60 oraninda azaltmistir.100 nm dozda ise 24 saat sonunda % 36, 48 saat

sonunda % 26, 72 saat sonunda ise % 61 oraninda azaltmustir.

Rapamisin’in Nog¢-4 ekspresyonu iizerinde elde edilen bulgulara gore ise; 1
nm dozda 24 saat sonunda % 73, 48 saat sonunda % 67, 72 saat sonunda % 51
oraninda azaltmistir. 10 nm dozda 24 saat sonunda % 52, 48 saat sonunda % 59, 72
sonunda ise % 48 oraninda azaltmistir. 100 nm dozda ise 24 saat sonunda % 83

oraninda, 48 saat sonunda % 59, 72 saat sonunda ise % 36 oraninda azaltmistir.

MMP-9 ekspresyonu iizerinde elde edilen bulgulara gore ise; 1 nm dozda 24
saat sonunda % 45, 48 saat sonunda % 54, 72 saat sonunda % 70 oraninda
azaltmistir. 10 nm dozda 24 saat sonunda % 40, 48 saat sonunda % 64, 72 saat
sonunda % 70 oraninda azaltmistir. 100 nm dozda ise 24 saat sonunda % 70, 48 saat
sonunda % 63, 72 saat sonunda % 63 oraninda azaltmigtir. TIMP1 ekspresyonu
tizerine etkilerinden elde edilen bulgulara gore ise; 10 nm 24 saat sonunda % 2, 100
nm ise %13 oraninda arttirmistir. Belirtilen zaman dilimi ve konsantrasyonlar

haricinde TIMP1 ekspresyon diizeyi sabit kalmistir.
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Sekil 4.8 Rapamisin uygulanmis MDA-MB-231 hiicrelerinde p- p70S6K (Thr389),
p- 4E-BP1( Thr37/46), Nog-4, MMP-9 ve TIMP1 ekspresyonu

Tablo 4.3 Rapamisin uygulanmis MDA-MB-231 hiicrelerinde p70S6K (Thr389)

ekspresyonuna ait ortalama relatif bant yogunlugu ( n=3, p70S6K(Thr389)/B-aktin)

ORTALAMA RELATIF BANT YOGUNLUGU +
STANDART SAPMA
24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT
KONTROL(DMSO) 1,493+0,122 (1,570 +0,111 |1,686 +0,183
RAPAMISIN 1 nM 0,866+0,102 | 0,751 +0,104 | 0,673+ 0,043
RAPAMISIN 10 nM 0,576+0,084 | 0,448 + 0,065 |0,767+ 0,103
RAPAMISIN 100 nM 0,513+0,030 | 0,588 + 0,063 |0,787+ 0,113
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Sekil 4.9 Rapamisin’nin zamana bagli olarak p-p70S6K (Thr389) ekspresyonuna
etkisi (% Degisim). Kontrole oranla elde edilen sonuglar istatiksel agidan anlamli
bulunmustur. Belirgin olarak gozlenen degisimler p<0,05 “**”, p<0,01% ***>

p<0,001 “****> jle gosterilmistir. (p<0,05)

Tablo 4.4 Rapamisin uygulanmis MDA-MB-231 hiicrelerinde p- 4E-BP1(Thr37/46)
ekspresyonuna ait ortalama relatif bant yogunlugu ( n=3 , p-4E-BP1(Th37/46)/B-
aktin)

ORTALAMA RELATIF BANT YOGUNLUGU #
STANDART SAPMA
24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT
KONTROL(DMSO) 1,303+0,159 | 1,418 + 0,214 | 1,483 +0,105
RAPAMISIN 1 nM 1,003+0,071 | 0,581 + 0,099 |1,031+ 0,091
RAPAMISIN 10 nM 0,938+0,137 | 1,049 + 0,095 | 0,589+ 0,130
RAPAMISIN 100 nM 0,833+0,135 | 1,091 + 0,099 |0,574+0,119
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KONTROL (DMSO)
RAPAMISIN 1 nM
RAPAMISIN 10 nM
RAPAMISIN 100 nM

Sekil 4.10 Rapamisin’nin zamana bagl olarak p-4E-BP1 (Thr 37/46) ekspresyonuna

etkisi ( % Degisim). Kontrole oranla elde edilen sonuglar istatiksel acidan anlamli

bulunmustur. Belirgin olarak gozlenen degisimler p<0,05 “**”  p<0,01¢ ***>

p<0,001 “****> jle gosterilmistir. (p<0,05)

Tablo 4.5 Rapamisin uygulanmis MDA-MB-231 hiicrelerinde Nog-4 ekspresyonuna

ait ortalama relatif bant yogunlugu ( n=3, Nog-4/B-aktin)

ORTALAMA RELATIF BANT YOGUNLUGU #
STANDART SAPMA
24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT

KONTROL(DMSO) 0,856+0,217 | 0,802+0,246 | 0,821+0,148
RAPAMISIN 1 nM 0,811+0,050 | 0,391+0,028 | 0,371+0,050
RAPAMISIN 10 nM 0,870+0,080 | 0,370+0,032 | 0,532+0,043
RAPAMISIN 100 nM 0,653+0,128 | 0,212+0,036 | 0,444+0,081
Tablo 4.6 Rapamisin uygulanmis MDA-MB-231 hiicrelerinde MMP-9

ekspresyonuna ait ortalama relatif bant yogunlugu ( n=3 , MMP-9/B-aktin)

ORTALAMA RELATIF BANT YOGUNLUGU #*

STANDART SAPMA
24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT
KONTROL(DMSO) 1,440+0,094 | 1,444+0,148 | 1,517+0,092
RAPAMISIN 1 nM 0,392+0,057 | 0,482+0,069 |0,751+0,129
RAPAMISIN 10 nM 0,550+0,089 | 0,625+0,084 | 0,794+0,093
RAPAMISIN 100 nM 0,260+0,058 | 0,6350,069 | 0,980+0,135
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Sekil 4.11 Rapamisin’nin zamana bagli olarak Nog-4 ekspresyonuna etkisi (%
Degisim). Kontrole oranla elde edilen sonuglar istatiksel agidan anlamli bulunmustur.
Belirgin olarak gozlenen degisimler p<0,05 “**”  p<0,01 ***” p<(0,001 “****> ile

gosterilmistir. (p<0,05)
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Sekil 4.12 Rapamisin’nin zamana bagli olarak MMP-9 ekspresyonuna etkisi (%
Degisim). Kontrole oranla elde edilen sonuglar istatiksel agidan anlamli bulunmustur.
Belirgin olarak gozlenen degisimler p<0,05 “**”, p<0,01* ***” p<(0,001 “**** {le

gosterilmigtir. (p<0,05)
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TIMP1

ekspresyonuna ait ortalama relatif bant yogunlugu ( n=3 , TIMP1/B-aktin)

ORTALAMA RELATIF BANT YOGUNLUGU #*

STANDART SAPMA
24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT

KONTROL(DMSO) 1,526+0,162 | 1,546+0,206 | 1,563+0,102
RAPAMISIN 1 nM 1,595+0,086 | 1,49910,201 | 1,519+0,195
RAPAMISIN 10 nM 1,641+0,425 | 1,489+0,181 | 1,52210,277
RAPAMISIN 100 nM 1,816+0,424 | 1,649+0,077 | 1,57910,079
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Sekil 4.13 Rapamisin’nin zamana bagli olarak TIMP1 ekspresyonuna etkisi (%
Degisim). Kontrole oranla elde edilen sonugclar istatiksel agidan anlamli bulunmustur.
Belirgin olarak gozlenen degisimler p<0,05 “**”, p<0,01 ***” p<0,001 *“****> jle

gosterilmistir. (p<0,05)

4.2.3  y-Sekretaz Inhibitoriiniin p-p70S6K (Thr389) ve p-4E-BP1
(Thr37/46) Ekspresyon Diizeyleri Uzerine Etkisi

Nog sinyal yolagi inhibitorii olan y-sekretaz inhibitorii 1, 5 ve 25 uM olmak
lizere 24, 48, 72 saat boyunca uygulanmustir. Inhibitdriin etkisi mTOR’un
Substratlari olan p- p70S6K( Thr389) ve p- 4E-BP1(Thr37/46) ekspresyonu

tizerinden Western Blot yontemi ile degerlendirilmistir.
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Elde edilen bulgulara gore; y-sekretaz inhibitorii 1 pM dozda p-p70S6K(
Thr389) ekspresyonunu 24 saat sonunda % 58, 48 saat sonunda % 32, 72 saat
sonunda % 39 oraninda azaltmistir. 5 pM dozda 24 saat sonunda % 62, 48 saat
sonunda % 43, 72 saat sonunda % 58 oraninda azaltmistir. 25 pM dozda ise 24 saat

sonunda % 63, 48 saat sonunda % 41, 72 saat sonunda % 66 oraninda azaltmistir.

p- 4E-BP1(Thr37/46) ekspresyonunu ise 1 uM dozda 24 saat sonunda % 19,
48 saat sonunda % 9, 72 saat sonunda % 16 oraninda azaltmistir. 5 uM dozda 24 saat
sonunda % 27, 48 saat sonunda % 13, 72 saat sonunda % 25 oraninda azaltmistir. 25
uM dozda 24 saat sonunda % 13, 48 saat sonunda % 22, 72 saat sonunda % 17

oraninda azaltmustir.

v-SEKRETAZ (uM) KONTROL
1525 1525 1525
24 48 72 24 48 72 (saat)

|

m“———ﬂ*
p-4E-BP1 BIMMEN | 1520 kDa

70-85 kDa

p-70S6K

&Q""—ﬁ—-‘-—\" st

[B-aktin 45 kDa

Sekil 4.14 y-sekretaz inhibitorii uygulanmis MDA-MB-231 hiicrelerinde p- p70S6K(
Thr389) ve p- 4E-BP1( Thr37/46) ekspresyonu.

Tablo 4.8 y-sekretaz inhibitorii igin p-4E-BP1 (Thr37/46) ekspresyonuna ait
ortalama relatif bant yogunlugu ( n=3, p-4E-BP1 (Thr37/46)/B-aktin)

ORTALAMA RELATIF BANT YOGUNLUGU *
STANDART SAPMA
24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT
KONTROL(DMSO) 1,303+0,105 | 1,418+0,214 | 1,481+0,105
V-SEKRETAZ INHIBITORU 1 pMm 1,065+0,106 | 1,293+0,033 | 1,255+0,113
V-SEKRETAZ INHIBITORU 5 uM 0,958+0,152 | 1,241+0,073 | 1,118+0,132
y-SEKRETAZ iINHIBITORU 25 uMm 1,141+0,120 | 1,116+0,146 | 1,234+0,097
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Sekil 4.15 y-sekretaz inhibitoriiniin zamana bagli olarak p-4E-BP1 (Thr37/46)

ekspresyonuna etkisi (% Degisim). Kontrole oranla elde edilen sonuglar istatiksel

acidan anlamli bulunmustur. Belirgin olarak gozlenen degisimler p<0,05 “**”,

p<0,01° ***” p<0,001 “**** jle gosterilmistir. (p<0,05)

Tablo 4.9 y-sekretaz inhibitori icin p-p70S6K (Thr389) ekspresyonuna ait ortalama
relatif bant yogunlugu ( n=3, p-p70S6K (Thr389)/p-aktin)

ORTALAMA RELATIF BANT YOGUNLUGU #
STANDART SAPMA
24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT
KONTROL(DMSO) 1,493+0,122 | 1,570%0,111 | 1,686+0,183
y-SEKRETAZ INHIBITORU 1 uMm 0,629+0,119 | 1,072+0,061 | 1,042+0,142
y-SEKRETAZ INHIBITORU 5 uMm 0,580+0,046 | 0,901+0,033 | 0,709+0,087
y-SEKRETAZ INHIBITORU 25 uM 0,556+0,298 | 0,938+0,078 | 0,578+0,095
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Sekil 4.16 vy-sekretaz inhibitoriiniin zamana bagli olarak p-p70S6K (Thr389)
ekspresyonuna etkisi (% Degisim). Kontrole oranla elde edilen sonuglar istatiksel
acidan anlamli bulunmustur. Belirgin olarak gozlenen degisimler p<0,05 “**”,

p<0,01° ***” p<0,001 “**** ijle gosterilmistir. (p<0,05)

4.2.4 Fenitoin’in p-p70S6K(Thr389) ve p-4E-BP1(Thr37/46) Ekspresyon

Diizeyleri Uzerine Etkisi

Voltaj kapili sodyum iyon kanali inhibitorii olan fenitoin 7, 70 ve 700 uM
olmak {iizere 24, 48, 72 saat boyunca uygulanmistir. Inhibitdriin etkisi mTOR’un
substratlart olan  p-p70S6K (Thr389) ve p- 4E-BP1 (Thr37/46) ekspresyonu

tizerinden Western Blot yontemi ile degerlendirilmistir.

Elde edilen bulgulara gore; fenitoin 7 uM dozda p-p70S6K (Thr389)
ekspresyonunu 24 saat sonunda % 24, 48 saat sonunda % 17, 72 saat sonunda % 12
oraninda azaltmistir. 70 uM dozda 24 saat sonunda % 19, 48 saat sonunda % 13, 72
saat sonunda % 15 oraninda azaltmistir. 700 uM dozda ise 24 saat sonunda % 21, 48

saat sonunda % 26, 72 saat sonunda % 7 oraninda azaltmistir.

p- 4E-BP1(Thr37/46) ekspresyonunu ise 7 uM dozda 24 saat sonunda % 22,

48 saat sonunda % 23 oraninda azaltmis, 72 saat sonunda etki gézlenmemistir. 70
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uM dozda 24 saat sonunda % 10, 48 saat sonunda % 16 oraninda azaltmis, 72 saat

sonunda etki gézlenmemistir. 700 uM dozda 24 saat sonunda % 4, 48 saat sonunda

% 15, 72 saat sonunda % 11 oraninda azaltmustir.

FENITOIN (uM)

KONTROL

7 70700 770700 770700 770700 770700 770700

24 48

24

48 72 (saat)

o @ G B

p-p70S 6K I

ey I P

[B-aktin

70-85 kDa

15-20 kDa

—— —— . — — -4- --..-_-.l 45 KD

Sekil 4.17 Fenitoin uygulanmis MDA-MB-231 hiicrelerinde p- p70S6K (Thr389) ve

p- 4E-BP1( Thr37/46) ekspresyonu.

Tablo 4.10 Fenitoin uygulanmig MDA-MB-231 hiicrelerinde p70S6K (Thr389)

ekspresyonuna ait ortalama relatif bant yogunlugu ( n=3 , p70S6K (Thr389)/B-aktin)

ORTALAMA RELATIF BANT YOGUNLUGU

+

STANDART SAPMA

24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT
FENITOIN 7 puM KONTROL 1,401+0,352 |1,284+0,079 |1,395+0,198
FENITOIN 7 um 1,071+0,132 | 1,073+0,151 |1,283+0,278
FENITOIN 70 uM KONTROL 1,200+0,171 |1,168+0,058 |1,439+0,098
FENITOIN 70 um 0,981+0,028 | 1,027+0,075 |1,229+0,110
FENITOIN 700 uM KONTROL 1,27640,119 |1,538+0,077 |1,429+0,111
FENITOIN 700 uMm 1,104+0,023 |1,141+0,159 |1,331+0,074
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Sekil 4.18 Fenitoin’in zamana bagl olarak p-p70S6K( Thr389) ekspresyonuna etkisi

(% Degisim). (p<0,05)

Tablo 4.11 Fenitoin uygulanmis MDA-MB-231 hiicrelerinde p-4E-BP1 (Thr37/46)
ekspresyonuna ait ortalama relatif bant yogunlugu ( n=3, p-4E-BP1 (Thr37/46)/B-

aktin)

ORTALAMA RELATIF BANT YOGUNLUGU

+

STANDART SAPMA

24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT
PHENYTOIN 7 uM KONTROL 1,509+0,170 |1,527+0,349 |1,509 0,394
PHENYTOIN 7 uM 1,188+0,142 |1,190+0,160 |1,50410,124
PHENYTOIN 70 uM KONTROL 1,46610,293 |1,432+0,420 |1,585%0,341
PHENYTOIN 70 uM 1,328+0,112 |1,205+0,143 |1,542+0,132
PHENYTOIN 700 uM KONTROL 1,554+0,413 |1,626%0,225 |1,560+0,446
PHENYTOIN 700 pM 1,503+0,400 |1,392+0,096 |1,389+0,160
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Sekil 4.19 Fenitoin’in zamana bagli olarak p-4E-BP1 (Thr37/46) ekspresyonuna
etkisi (% Degisim). (p<0,05)

4.2.5 MDA-MB-231 Hiicrelerine Uygulanan Inhibitér

Kombinasyonlarmim mTOR Uzerindeki EtKisi

IC50 degerleri MTT yontemi ile belirlenen inhibitorler; rapamisin 1nM ve
fenitoin 70 pM, rapamisin 1nM ve y-sekretaz inhibitorii 12.5 uM, rapamisin 1nM, y-
sekretaz 12.5 uM ve fenitoin 70 uM olmak iizere uygulanmistir. Kontrol olarak ise;
rapamisin ve y-sekretaz’in ¢dziiciileri olan DMSO ve fenitoin ¢ziiciisii olan 3x107°
N NaOH kullanilmigtir. Bu inhibitér kombinasyonlarmin rapamisinin etkisini arttirip
arttirmadigi ise mTOR’ un substratlar1 olan p-p70S6K (Thr389) ve p-4E-BP1
(Thr37/46) tizerinden Western Blot yontemi ile degerlendirilmistir.

Elde edilen bulgulara gore; rapamisin ve fenitoin p-p70S6K (Thr389)
ekspresyonunu 24 saat sonunda % 46, 48 saat sonunda % 58, 72 saat sonunda %55
oraninda azaltmustir. y-sekretaz ve rapamisin 24 saat sonunda % 74, 48 saat sonunda

% 78, 72 saat sonunda % 73 oraninda azaltmustir. Inhibitérlerin iiclii kombinasyonu
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ise 24 saat sonunda % 71, 48 saat sonunda % 46, 72 saat sonunda % 71 oraninda

azaltmistir.

KOMBINASYONLAR KONTROL

(Rap.+Fenitoin, Rap.+ y-sekretaz, (Kontrol DMSO, Kontrol

Rap+ Fenitoin+ y-sekretaz) DMSO+ NaOH)

24 48 72 24 48 72 (saat)

p-70S6K |~* T Nerr e T P....q

70-85 kDa
p-4E-BP1 Dt ol ;. ﬂ. ' ' . . 15-20 kDa
B-aktin W - — 45 kDa

Sekil 4.20 MDA-MB-231 hiicrelerine uygulanan inhibitér kombinasyonlarinda p-
p70S6K (Thr389) ve p- 4E-BP1 (Thr37/46) ekspresyonu

Rapamisin ve fenitoin p-4E-BP1 (Thr 37/46) ekspresyonunu 24 saat sonunda
% 69, 48 saat sonunda % 82, 72 saat sonunda % 79 oraninda azaltmistir. y-sekretaz
ve rapamisin 24 saat sonunda % 81, 48 saat sonunda % 79, 72 saat sonunda % 86
oraninda azaltmustir. Inhibitdrlerin ii¢lii kombinasyonu ise 24 saat sonunda % 84, 48

saat sonunda % 80, 72 saat sonunda % 82 oraninda azaltmistir.

Tablo 4.12 Inhibitér kombinasyonlar igin p- p70S6K (Thr389) ekspresyonuna ait
ortalama relatif bant yogunlugu ( n=3, p- p70S6K (Thr389)/B-aktin)

ORTALAMA RELATIiF BANT YOGUNLUGU #
STANDART SAPMA

24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT
KONTROL DMSO 0,950+ 0,017 | 1,001+0,034 | 0,947+ 0,048
KONTROL DMSO+NaOH 1,312+ 0,119 | 1,251%0,194 | 1,283+ 0,205
RAPAMISiN+ FENITOIN 0,517+ 0,126 | 0,430+0,040 | 0,431+ 0,053
RAPAMISiN+y-SEKRETAZ 0,349+ 0,175 | 0,404+0,069 | 0,357+ 0,048
RAPAMISiN+y-SEKRETAZ+FENITOIN 0,298+ 0,158 | 0,512+0,050 | 0,374+ 0,064
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Sekil 4.21 Kombinasyonlarin zamana bagli olarak p-p70S6K (Thr389)

ekspresyonuna etkisi (% Degisim). Kontrole oranla elde edilen sonuglar istatiksel
acidan anlamli bulunmustur. Belirgin olarak goézlenen degisimler p<0,05 “**7,

p<0,01° ***” ' pn<(,001 “****> jle gdsterilmistir. (p<0,05)

Tablo 4.13 Inhibitér kombinasyonlar1 icin MDA-MB-231 hiicrelerinde p-4E-BP1
(Thr37/46) ekspresyonuna ait ortalama relatif bant yogunlugu ( n=3, p-4E-BP1(
Thr37/46)/B-aktin)

ORTALAMA RELATIF BANT YOGUNLUGU +
STANDART SAPMA
24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT

KONTROL DMSO 1,136+0,159 | 1,229+0,055 | 1,342+0,163
KONTROL DMSO+NaOH 1,615+0,113 | 1,327+0,056 | 1,716+0,103
RAPAMISIN+ FENITOIN 0,357+0,024 | 0,230+0,144 | 0,291+0,093
RAPAMISIN+y-SEKRETAZ 0,316+0,040 | 0,280+0,115 | 0,248+0,143
RAPAMISiN+y-SEKRETAZ + FENITOIN 0,271+0,086 | 0,272+0,109 | 0,320+0,056
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Sekil 4.22 Kombinasyonlarin p-4E-BP1

(Thr37/46) zamana bagh

olarak

ekspresyonuna etkisi (% Degisim). Kontrole oranla elde edilen sonuglar istatiksel

acidan anlamli bulunmustur. Belirgin olarak goézlenen degisimler p<0,05 “**7,

p<0,01° ***” p<0,001 “**** jle gosterilmistir. (p<0,05)
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5. TARTISMA

PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi meme kanseri de dahil olmak iizere pek c¢ok
kanser tiiriinde proliferasyon, sag kalim, metastaz, anjiyogenez vb. mekanizmalar
sayesinde kanser gelisimine ve kanser ilaglarina dirence sebep olmaktadir. Bu sinyal
yolaginin onkogenik aktivasyonuna yol agan degisiklikler reseptor tirozin kinazlarin
ekspresyonundaki artis, PI3K’ nin katalitik alt birimini kodlayan PIK3CA genindeki
mutasyon, PTEN’in fonksiyonel kaybi, Akt ve mTOR ekspresyonundaki ve/veya
aktivitesindeki artig olarak 6zetlenebilir (2, 23, 24).

MTOR; mMTORC1 ve mTORC2 olmak iizere iki farkli protein kompleksi
icinde yer alan PI3K/Akt sinyal yolagindaki 6nemli molekiillerden biri olup
serin/treonin kinaz aktivitesi sayesinde p70S6K ve 4E-BP1’i fosforile ederek protein
sentezini ve kanser gelisiminde 6nemli olan D-tipi siklin, c-myc, Bcl-2, Bcl-xI vb

genlerin ekspresyonlarimi attirir (35, 37, 153).

Ote yandan iizerine organ olusumu, doku yenilenmesi, hiicre farklilasmast,
canlilifi ve c¢ogalmasinda etkili olan Nog¢ reseptorlerinin ve ligandlarmin asir
ekspresyonu ve/veya mutasyonu sonucu bu sinyal yolagininda kanser gelisiminde rol
oynadigi bilinmektedir (95-97). Meme kanserinde siklikla Nog-1, Nog-4 reseptorleri
ve ligandlarinin asir1 ekspresyonu goriiliiyor olup bu durum proliferasyon, sag kalim,
apoptozun 6nlenmesi , metastaz, invazyon ve ilag direncine yol agmaktadir (9, 11-14,
116, 117). Yine ¢ogu iyon kanalinin onkogenik gelisime katilan hiicresel siireglerde
gerekli oldugu bilinmektedir. Meme kanserinde siklikla goriilen form voltaj kapili
sodyum kanali neonatal Nav1.5 olup bu kanalin ekspresyonundaki artisin metastaz

ve invazyona sebep oldugu bilinmektedir (7, 8, 141, 143).

Calismamizda, metastatik meme kanseri hiicre dizisi olan MDA-MB-231
hiicrelerinde, Nog¢ sinyal yolagi ve nNavl.5 inhibisyonunun mTOR {iizerindeki
etkileri incelenmistir. Yapilan c¢alismanin giivenilirligini test etmek amaciyla ise
PI3K/Akt sinyal yolagi ve mTOR’un spesifik inhibisyonunun da mTOR iizerindeki

etkileri incelenmistir.
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MDA-MB-231 hiicrelerinde, ilk olarak kullanilan inhibitorlerin hiicre
canlilig1 tizerindeki etkisi incelenmistir. Rapamisin i¢in elde edilen sonuglara gore 1
nM dozda hiicreler % 50 oraninda canliklarini yitirmistir. Rapamisin’ in etkinligi 24
saat sonrasinda azalmaya baslamistir. Ancak doz artisina bagli olarak goriilen hiicre
canlilig1 azalis1 bu inhibitdr i¢in goriilmemistir. Bunun sebepleri arasinda yolagin
geri doniisiimlii aktivasyon ile siirekli olarak uyarimi, inhibitoriin hizla metabolize
olmast ve/veya rapamisinin hiicre i¢i reseptorii olan ve etkinligini saglayan
FKBP12’nin inhibitériin artan konsantrasyonuna bagli asir1 uyarim sonucu

desensitizasyonu ile alakali olabilir. Bulunan bu sonu¢ daha dnceki calismalar ile

uyumludur (55, 68, 71, 76, 77, 83, 86, 154-160).

PI3K inhibitorii olan LY-294,002 i¢in elde edilen sonuglara gére 10 puM
dozda ve 48 saatlik inkiibasyon siireci sonunda hiicre canliligt % 50 oraninda
azalmistir. Doz artigina bagl hiicre canliliginin azaligi bu inhibitor i¢in goriillmekte
olup elde edilen sonuglar literatiir ile uyumludur (46, 59, 68, 70, 71, 77, 83, 92, 93,
156, 159, 161).

Nog¢ sinyal yolagi inhibitorii olan y-sekretaz inhibitorii icin elde edilen
sonuglara gore 12,5 uM doz ve 48 saatlik inkiibasyon siireci sonunda hiicre canliligi
% 50 oraninda azalmistir. Doz artisina bagl hiicre canliliginin azalis1 bu inhibitor
icin de goriilmekte olup elde edilen bu sonu¢ daha dnceki caligmalarla uyumludur
(120, 127, 162-165)

Hiicrelerin Fenitoin ile 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonu sonucu kullanilan
dozlar ve/veya inkiibasyon siireleri sonucunda hiicre canlilig1 ve ¢ogalmasi tizerinde
etki goriilmemistir. Voltaja duyarli sodyum iyon kanallarinin hiicrelerin metastatik
potansiyelini etkileyen hiicre go¢ii, invazyon gibi siireclerde etkin oldugu hiicre
cogalmasini etkilemedigi bilinmektedir. Yapilan sitotoksisite ¢caligmasi da bu bilgi ile

uyumludur (166).

Calismamizin ikinci asamasi ise daha Once belirtilen inhibitorlerin mTOR
tizerindeki etkilerini incelemek iizerine olup, etkiler mTOR’un 6nemli iki substrati

olan p70S6K ve 4E-BP1 fosforile formlar1 kullanilmistir.
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mTOR’ un 6zgiin inhibitdrii olan rapamisin p70S6K fosforilasyonunu doz
artisina bagimli olarak inkiibasyon siireleri boyunca en az % 22 oraninda azaltmistir.
Sonuglar kontrollere gore degerlendirilmis ve istatiksel agidan anlamli bulunmustur
(p<0,05). 24 saatin ardindan ilaghi besiyerinin yenilenmesi ile fosforilasyon
seviyelerindeki azalisin daha yiiksek miktarda oldugu goriilmektedir. Ancak 72 saat
sonunda besiyerinin degistirilmemesine bagimli olarak fosforilasyon seviyelerindeki
azalisin benzer miktarlarda olusu yine ilacin etkinliginin azalisina ve/veya FKBP12
desensitizasyonuna baglanabilir. Yine 4E-BP1 fosforilasyonundaki degisim doz
bagimli olarak 24 saat sonunda en az % 23 oraninda azalis gozlense de 48 saatlik
inkiibasyon siiresinde p70S6K’in fosforilasyon seviyesine benzer bir sonug¢ elde
edilmistir. p70S6K fosforilasyonundaki azalisin 4E-BP1°den daha fazla olusu
rapamisinin direkt olarak p70S6K aktivasyonunu engellemesine bagimhidir. Bu

sonuclar daha dnce yapilan ¢alismalarla uyumlu bulunmustur.

LY-294,002 ise doz bagiml olarak etkin siiresi olan 48 saatlik inkiibasyon
stiresi ile etkisi artarak p70S6K ve 4E-BP1 fosforilasyon seviyesini en az % 17
oraninda olmak {izere azaltmistir. Sonugclar istatistiksel acidan anlamli bulunmustur
(p<0,05). Ancak bu inhibitoériin rapamycin kadar kuvvetli etki yaratmadig
goriilmiistiir. Bu durum RTK, GPCR, Akt, mTOR’un geri doniistimlii aktivasyonu

ve diger sinyal yolaklarinin mTOR’u aktive edisi ile alakalidir.

Daha oOnce yapilan caligmalarda tiimér invazyonun gelisiminde matriks
metalloproteinazlar ve onlarin doku inhibitdrlerinin 6nemli isleve sahip oldugu
gosterilmistir. Matriks metalloproteinazlar inaktif formda salinirlar, hiicreler arasi
matriks bilesenleri yikabilmeleri i¢in aktiflesmeleri gerekmektedir. MMP’leri
aktivasyonu c¢esitli inhibitorler tarafindan diizenlenir bunlar arasinda en Gnemlisi
metalloproteinazlarin doku inhibitérleridir (TIMP). MMP ve TIMP’ler arasindaki
denge hiicreler arasi matriks proteinlerinin yikimini kontrol eder. Cogu kanser
tiirinde MMP ekspresyonu ve aktivitesinin arttifi bilinmektedir. PI3K/Akt/mTOR
sinyal yolaginin metastatik siire¢ {izerinde etkili oldugu bilinmektedir. Ilag
uygulamalar1 sonucu MMP-9 ekspresyonun azalisi, TIMP1 ekspresyonunun azaligi
MMP-9/TIMP-1 oranini azaltacaktir (6). Calismamizda bu bilgiler dogrultusunda
MMP-9 ve TIMP1 ekspresyon seviyeleri de incelenmistir. Elde edilen bulgulara gére
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doz bagimli olarak MMP-9 ekspresyonunun azaldigi fakat 48 saat sonunda tiim
inhibitorler icin % 70’in lizerine ¢ikamadigi gozlenmistir. mTOR’un direkt gen
hedefleri arasinda bulunan VEGF’in rapamisin inhibisyonu sonucu seviyesinin
azaldigi, tiimor invazyonunda ve anjiyogenezde azalisa sebep oldugu yapilan
calismalarla ortaya konulmustur (167, 168). Ancak MMP’lerin mTORun direkt gen
hedefleri arasinda olmadig1 bilinmektedir. Bu durum dolayli yollardan mTOR’un
MMP-9 ekspresyon seviyesinde de etkili olabilecegi diisiincesini ortaya koymaktadir.
TIMP1 ekspresyonu ise 24 saat sonunda 10 nM ve 100 nM dozda kontrole gore artig
gosterse de diger inkiibasyon siirelerinde belirgin bir etki gostermemistir. Ancak
TIMP1 ekspresyon oraninin her kosulda MMP-9 ekspresyon oranindan fazla olusu
yolagin inhibisyonunun invazyonu da azalttig1 sonucuna varabiliriz. Elde edilen bu

sonug istatiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,05).

Nog sinyal yolagi ve mTOR’un iliskili oldugu pek ¢ok malin hiicre tipinde
yapilan ¢aligmalar ile ortaya konulmustur. Ornegin her iki yolak da benzer genlerin
ekspresyonunu  arttirir - (c-myc, Bcl-xl, VEGFR vb), No¢ reseptorleri
PI3K/Akt/mTOR sinyal yolag: ile iliski kurarak p53 inhibisyonunu saglar, Akt’nin
fosforilasyon hedeflerinden olan GSK3PB ise NICD’i fosforile ederek yapisal
biitiinliigiiniin korunmasina sebep olur (95-97). Yine Nog sinyal yolaginin y-sekretaz
inhibitorii ile inhibisyonu sonucu No¢ ve Akt/mTOR yolaklarinin etkisinin azaligina,
Akt ve mTOR ekspresyon seviyesinde diisiise ek olarak PI3K ve mTOR inhibit6rleri
de kullanilarak yapilan caligmalarda Nog-1 aktivasyonunun sonladigi bilinmektedir
(9-15). Yapilan galismalarin ¢ogu Nog-1 ve PI3K/Akt/mTOR yolaklar1 arasinda olsa
da MDA-MB-231 hiicrelerinde Nog-4 reseptoriiniin fazla eksprese oldugu bilindigi
i¢in ¢alismamizda mTOR inhibisyonunun Nog-4 ekspresyonu lizerindeki etkisi ve y-

sekretaz inhibitoriiniin p70S6K ve 4E-BP1’in fosforilasyon seviyeleri incelenmistir.

Elde edilen bulgulara gore; y-sekretaz inhibitoriin doz bagimli olarak p70S6K
ve 4E-BP1 fosforilasyonunu en az % 22 oraninda, 24 saat sonunda en fazla olmak
lizere azalttig1 gozlenmistir. Sonuclar istatiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,05).
Bu durum daha 6nce yapilan caligmalar ile elde edilen sinyal yolaklar1 arasindaki
iliskiyi agiklayan bulgular ile uyumludur. Genellikle Nog-1 ile PI3K/Akt/mTOR

yolag1 arasinda bir baglant1 oldugu goriilse de y-sekretaz’in tiim Nog reseptorlerini
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inhibe ettigi gdz 6niinde bulundurulmalidir. Ote yandan rapamisinin 100 nm en fazla
olmak iizere ancak doz bagimsiz olarak inkiibasyon siireleri boyunca Nog¢-4
ekspresyonunu azalttigi gézlenmistir. Sonuglar istatiksel agidan anlamli bulunmustur
(p<0,05). Dolayist ile mTOR’ un hedef genleri arasinda Nog¢-4 oldugunu ve Nog

sinyal yolaginin inhibisyonunda mTOR iizerinde etkili oldugu sonucuna varabiliriz.

PI3K/Akt/mTOR sinyal yolaginin daha once de belirttigimiz gibi metastatik
siirecte etkili oldugu mTOR substratlarindan SGK1° 1n iyon transportunda gorevli
genlerin ifadelenmesini arttirdigi bilinmektedir (16, 17). Bu bilgiler esliginde
invazyon ve migrasyonda da etkili olan nNavl.5 ile PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi
arasindaki iliski arastirilmistir. Elde edilen bulgulara gore; voltaj kapili sodyum
kanal1 inhibitorii Fenitoin'in ile inkiibasyonu sonucu doza bagimli olarak inkiibasyon
stiresi artigina gore azalsa da p70S6K fosforilasyon seviyesinde azalma yaratmistir.
4E-BP1 fosforilasyon seviyesinde ise doz bagimli sonug goriilmese de en fazla % 23
olmak lizere bir azalma gozlenmistir. Sonugclar istatiksel agidan anlamli bulunmustur
(p<0,05). Buradan yola ¢ikarak kuvvetli olmasa da bu iki molekiil arasinda etkilesim

oldugu sonucuna varabiliriz.

Son olarak y-sekretaz inhibitorii ve fenitoin rapamisin ile birlikte sinerjitik
etki gosterip gostermedigi incelenmistir. Beklendigi iizere inhibitorlerin {iglii
kombinasyonlar1 p70S6K ve 4E-BP1’in fosforilasyon seviyesinin azalisinda en etkili
grup olmustur. Ote yandan y-sekretaz ve rapamisin kombinasyonu {iclii inhibitor
kombinasyonundan sonra en etkili olan grup olmustur. Calismamizin daha onceki
asamasinda inhibitorler belirtildigi gibi tek tek hiicrelere verildiginde elde edilen her
iki protein i¢in de fosforilasyon seviyelerinde belirli miktarlarda azalis goriildiigi
gdz Oniinde bulundurulmalidir. Dolayisi ile elde edilen bu sonu¢ daha onceki
sonuglar ile uyumlu olup, rapamisin ile bu inhibitorlerin sinerjitik etki gdstermesi

mantiklidir. Elde edilen bu sonuglar istatiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,05).

Sonug olarak, ¢calismamizda mTOR tizerinde etkili olabilecek iki mekanizma

incelenmistir.
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. nNavl.5 inhibisyonunun mTOR iizerindeki etkileri, p70S6K ve 4E-
BP1’ in fosforilasyon seviyelerindeki azalisa bagli olarak ilk defa
gbézlemlenmistir.

. Nog sinyal yolagi ile mTOR arasindaki iligki calismamizda incelenmis
olup, mTOR’un Nog¢-4 ekspresyonunu azalttigi ilk defa
gozlemlenmistir.

. Nog¢ sinyal yolagi inhibisyonu sonucu elde edilen bulgulara gore
p70S6K’1n bu yolakta da gorevli olabilecegi sonucuna varilmistir.
Rapamisin’e ek olarak kullanilan voltaj kapili sodyum kanali
inhibitorii fenitoin ve Nog¢ sinyal yolagi inhibitorii y-sekretazin
rapamisin ile Dbirlikte sinerjitik etki gosterdigi ilk defa

gozlemlenmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi, kanser gelisiminin tam ortasinda bulunmasi
ve diger sinyal yolaklar1 ile iliskili olmasi agisindan kanser tedavisinde oldukga
biiyiilk bir 6nem saglamaktadir. Bu cercevede, bu sinyal yolagi iizerinde etkili
olabilecek inhibitorlerin kombine olarak uygulanmasmin tedavide daha etkili

sonuglar verecegi goriilmektedir.

Bu tez caligmasinda mTOR iizerinde etkili olan 2 yeni mekanizma
bulunmustur. Sadece yolagin aktive olup olmadigi incelendigi i¢in kullanilan p-
p70S6K ve p-4E-BP1’in total protein seviyesine bakilmamistir. Total proteinler ile
birlikte mTOR’un hedefi olan c-myc, D-tipi siklin vb. genlerin ifadelenmesi de

incelenmelidir.

Ayrica mTOR’un metastaz ve invazyon lizerindeki etkilerini daha kuvvetli
arastirmak agisindan MMP-9,TIMP-1, nNav 1.5 gen ifadelerine ek olarak, jelatin
zimografi yonteminin de kullanilmasi daha kesin bir bilgi elde etmede yardimci

olacaktir.
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