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GIRIS VE AMAC:

Fosfoinozitol-3-kinaz (PI3K) fosfoinozitol-3,4,5-trifostat1 (PI(-3,4,5)P; ) meydana
getiren; hiicrede proliferasyon, apoptoz, sitoiskelet elemanlarinin diizenlenmesi ve biiylime
gibi sistemleri diizenleyen bir lipid kinazdir. PI(-3,4,5)P3 = Akt proteininin fosfoinozitol
bagiml kinaz 1 (PDK1) ve PDK2 tarafindan fosforillenerek aktif hale getirildigi plazma
membranina gociinii saglayan bir ikincil mesajcidir. Akt proteininin aktif hale geldigi,

PI3K’in aktivasyonunu saglayan mutasyonlar ¢esitli kanser tiirlerinde goriilmiistiir. (19, 20).

Akt, PKB olarak da isimlendirilen 57 kD agirhiginda, viral onkoprotein v-Akt
proteininin homologu olan bir Ser/Thr kinazdir. Akt’in aktiflenmesi proliferasyon ve sag
kalim gibi cesitli hiicresel fonksiyonlarda énemli bir yere sahiptir. PI3K-Akt sinyal yolagi
bir¢ok hiicresel uyarimla diizenlenip, transkripsiyon, translasyon, ¢cogalma, biiyiime ve sag
kalim gibi 6nemli hiicresel fonksiyonlar1 diizenler. (18,19). PI3K/Akt sinyal yolagi, hiicre sag
kalim1 ve proliferasyonu iizerindeki etkisine bagli olarak tiimor gelisiminde de 6nemli bir yere
sahiptir. Cesitli kanser tiplerinde, Akt onkogeninin asir1 ekspresyonuna veya

amplifikasyonlarina rastlanmistir.

Giinlimiizde diinyadaki kanser dliimlerinin %53 {inii olusturan hepatoselliiler
karsinoma(HCC), yilda 500,000 6liimle diinyada besinci siradaki kanser tiiriidiir. HCC’nin
molekiiler patogeneziyle ilgili bir¢ok bilinmeyen vardir. HCC’nin erken tan1 ve tedavisi i¢in
bu kanser tiiriiniin ortaya ¢ikmasina ve gelisimine neden olan molekiiler mekanizmalarin
aydinlatilmasi gerekmektedir. HCC’de hiicre ¢ogalmasinin kontrolsiiz aktivasyonunu
saglayabilecek IGF dongiisti bozukluklarma (36, 37), PI3K inhibit6rii olan pTEN
mutasyonlart (9), delesyon ve promotor aktivitesi kayiplarma (9, 10, 11, 12, 13, 14)
rastlanmasi bu yolagin hepatokarsinogenez siirecindeki 6nemine isaret etmektedir. Ayrica
tedavi amacli rezeksiyon sonrasinda PKB/Akt aktivasyonunun gostergesi olan Akt

fosforilasyonu varliginin rekiirrens i¢in 6nemli bir risk faktorii oldugu bildirilmistir (38).

Bu ¢aligmada temel olarak HCC hiicre dizilerinde PI3K/Akt sinyal yolaginin 6nemini
aydinlatmak amac¢lanmistir. Bu baglamda ¢alismamizda HCC hiicre hatlarinda PI3K/Akt
yolaginin aktif olup olmadiginin belirlenmesi ve bu yolak inhibisyonu ile kanser hiicre

davraniglarinin nasil etkileneceginin anlasilmasi hedeflenmistir.



GENEL BIiLGILER

1.1. Hepatoselliiler Karsinoma

Glinlimiizde diinyadaki kanser dliimlerinin %353 iinii olusturan hepatoselliiler karsinoma,
yilda 500,000 o6liimle diinyada besinci siradaki neoplazm yapan hastaliktir (1). Asya ve
Afrika’da 6liimlerin major sebebi olmakla beraber batida rastlanma orami gittikge artmakta
oldugundan, molekiiler patogenezi, epidemiyolojisi ve tedavisi dikkat ¢ekmeye baglamistir.
HCC’nin cografik olarak goriilme sikligimin farki, risk faktorleriyle karsilasmanin
heterojenliginden ileri gelir. Bu risk faktorleri major risk faktorleri olarak 6zetleyebilecegimiz
siroz ve hepatit B (HBV), hepatit C (HCV), mikotoksin, aflatoksin, alkol ve minér risk
faktorlerinden sigara kullanimi, asirt demir alimi, hemokromatozisdir (1, 2, 3, 4).

HCC hizli gelisen ve dliimciil bir hastaliktir. Erken tani ve cerrahi operasyon yiiksek oranda
basarili oldugu halde, zamaninda teshis yapilamadigindan karaciger yetmezliginden 6lim
gerceklesmektedir (2).

HCC tiimor goriilmesi ve tiimoriin progresyonuyla iliskili bir¢cok gen ekspresyonunun
degisimiyle ilgili multistep bir siirectir (3). Hepatokarsinogenez olarak isimlendirilen bu
siiregte hepatoselliiler karsinoma fenotipini olusturan degisiklikler yavas bir siirecte
gerceklesmektedir. Bu  preneoplastik  olusum  basamaginda mitojenik  yolaklarin
aktiflenmesinin, kronik hepatit, siroz veya ikisini birden tasiyan karaciger dokusunun hiicre
yenilenmesini artirdig1 biliniyor. Bu yenilenme telomeraz ekspresyonu artmis, mikrosatellit
instabilitesi barindiran, kromozomal ve gen diizeyinde yapisal dengesizlikler igeren
monoklonal populasyonun artmasmni saglamaktadir (5, 6). Gen ekspresyonlarinin
preneoplastik degisimi, DNA metilasyonu degisimlerinden, HCV ve HBV’nun etkisinden,
nokta mutasyonlar1 ve heterozigosite kayiplarindan (LOH, loss of heterozygosity) ileri
gelmektedir (3). Bu sekilde odaklar ve nodiiller olusturan displastik hepatositlerde, geri
doniistimsiiz yapisal degisimlerin birikmesinin malignant fenotipi artiripp ve HCC ye dogru
hiicresel degisimi yonlendirdigi diistiniilmektedir(Sekil 1.). HCC’nin farkli histopatolojik alt
tiirlerinin ise farkli diizenleyici yolaklarla ilgili genlerin yap1 ve islevlerinin bozulmasiyla

ilgili olduguna inanilmaktadir (6).
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Sekil 1.1. HCC’ malignant fenotipin olusumu

1.1.1.Hepatokarsinogenezin Asamalari ve Genetik Mekanizmasi

Viral yollarla, aflatoksinle veya alkolle indiiklenmis hepatokarsinogenez siirecinde
onemli olan temel basamaklar tiim karsinogenez siire¢lerinde oldugu gibi hiicreye yasama
avantaj1 kazandiran limitsiz bdliinme, apoptozdan kagma, anjiogenez yapabilme 6zelliklerini
kazandiran genetik ve epigentik degisimlerdir. (3,5)

Hepatokarsinogenez siirecinde gerceklesen degisimler birgok 6nemli sinyal yolaklarin
baglantili genlerin degismesine sebep olur. Yapilan calismalarda biiylime, hiicre dongiisii,
apoptoz, metastaz, sinyal iletimi, metabolizma gibi cesitli siirecte yer alan genlerin
ekspresyon artig ve azaliglart bulunmustur (3, 4, 5).

HBV ve HCV, aflatoksin ve kronik alkol alimi hepatokarsinogenez siirecini

indiikleyebilen major sebeplerdendir (5).

Hepatokarsinogenezde HBV 'nin rolii: HBV hepadnaviridae ailesinden, sitopatik olmayan, ¢ift
iplikli, hepatotropik bir DNA viriisiidir. HBV genomunun kodladigi bir¢cok viral protein
hiicre yasam dongiisii i¢cin Onemlidir, ayn1 zamanda HBV genomu HCC’de ¢ok Onemli
olmakla beraber islevi tam olarak anlasilamamis HBx proteinini de kodlar. HBV genomunun
konak¢t DNA’sma entegrasyonu kanserle iliskili genlerde(TERT, PDGFRP, MAPKI)
mikrodelesyonlara sebep olurken, HBx proteini hiicre ¢ogalmasiyla iligkili genlerin(Ras,
SRC, Raf, MAPK, ERK, JNK) ekspresyonlarin1 degistirir (5). HBxAg in ayn1 zamanda
premalignant proliferatif nodiillerde IGF2, HCC de IGFR expresyonlarini aktive ederken, bazi
HCC’lerde ras/raffMAPK ve NF kappa-B yolagini aktive ederek hiicre cogalmasin

aktiflerken, antiapoptotik bir protein olan dynein ekspresyonunu artirdigi, Rho B



ekspresyonunu aktive ettigi gosterilmistir. HCC ile iligkili oliimlerin %30-50 si HBV
bagimhdir (3, 4).

Hepatokarsinogenezde HCV nin rolii: HCC’de rastlanan diger énemli viriislerden biri olan
HCV flaviviriadae ailesinden, nonsitopatik bir viriistiir. Bir RNA virusudur ve genoma
entegre olmaz fakat kendi genomunun kodladig1 proteinlerden olan NS5A, p53 e baglanarak
islevini durdurur (5). HCV nin ¢ekirdek proteininin ve 5A yapisal proteininin trans aktivasyon
ozelligi vardir. Cekirdek proteini c-myc ekspresyonunu artirirken 5SA p21 ekspresyonunu
azaltir. Hem c¢ekirdek hem de NSS5A proteinleri Wnt-fcat mutasyonlarina ve asiri
ekspresyonlarina sebep olurken, NS5A PI3K’a da baglanarak onu ve sinyal yolaginda
altindaki PKB/Akt proteinini ve Akt’a bagh sag kalim sinyallerini aktifler. ( 7 ) Aym
zamanda HCV ¢ekirdek proteini reaktif oksijen radikallerini indiikler ve HCC gelisimini

oksidatif stres mekanizmasi araciligiyla destekler (3, 4, 7).

Hepatokarsinogenezde alkoliin rolii: Kronik alkol tiiketimi dolasimdaki endotoksin
konsantrasyonunu artirarak kiipffer hiicrelerini aktive edip kemokin ve sitokin salinimin
uyarir. Bu da kronik hepatosit yenilenmesini, stellate hiicrelerinin aktivasyonunu, sirozu ve
HCC’yi uyarir. Alkol aym zamanda fibroz ve siroza Onciilik eden oksidatif stres

mekanizmasini da uyarmaktadir (5).

Hepatokarsinogenezde Aflatoksin-B1 rolii: Spesifik P53 mutasyonu ve HRAS gibi
onkogenleri aktive ettigi bilinmesinin yaninda siroz ve HCC olusumunda HBV, HCV ve alkol

gibi kesin bir baglantis1 bulunamamaistir (5).
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Sekil 1.2 Hepatokarsinogenez siirecinde HBV, HCV, aflatoksin ve alkoliin rolii(5)

1.1.2. HCC’deki Genetik ve Epigenetik Degisiklikler

HCC’nin molekiiler analizlerinde p53, B-katenin (B-cat), ErbB reseptor ailesi tiyeleri,
MET ve ligantt HGF, p16, E-kadherin, ve COX2 gibi onkogen ve tiimdr baskilayici genlerin
yeniden diizenlenmeleriyle ilgili birgok genetik ve epigenetik degisiklikler gériilmiistiir (4, 6
7, 8).

P53: HBV ve HCV bagimli HCC’lerde %43, rejeneratif nodiillerde % 7 p53
inaktivasyonu goriilmiistiir (5). HCC’lerde 17p13 DNA baglanma bodlgesinde missence
mutasyon vardir. HCC tiimorlerinin % 25-60’ inda 17p13 de LOH goriilmiistiir. 17 p LOH
leri ise mutasyon olmayan allelde goriiliir. AFB1 de bu gen tizerinde 249. bazda mutasyona
sebep olur. p53 geni tizerinde 249. bazinda Arg den Ser e doniisiimiinii saglayan mutasyon
diger kanser tiirlerinde goriilmez. HCC’de ge¢ tlimor evrelerinde p53 mutasyonuyla Rb geni

kayb1 (LOH 13q) arasinda iligki bulunmustur. Kronik HBV enfeksiyonunda HBxAg nin



negatif biiyiime regulatorii pS5e ve p53 e baglanip fonksiyonel olarak onu inaktive ettigi
gosterilmistir. Bu p53 {in baskiladig alfafetoproteinin HCC lerin %80 inde artmis olmasini da

aciklar.p53iin HBxAg tarafindan inaktive edilmesi wnt yolagini uyarir (3, 4).

[-katenin: Karaciger tiimorlerin %30-40 inda B-cat aksin geni mutanttir veya
ekspresyonu artmistir. Aksin 3 -cat’e baglanamayinca, B-cat birikip niikleusa gider ve Tcf
ailesindeki transkripsiyon faktorlerini uyararak kanserle baglantili MYC, cycD1, COX-2,
MMP-7 gibi genleri aktive eder (5). HCC nin erken evrelerinde goriilen 3 -cat mutasyonu
tiimor transformasyonunda hiicre-hiicre iligkisinde degisim oldugunun bir gostergesidir. 3 -cat

mutasyonu fibrozis ve sirozis olusumunda 6nemli yere sahiptir.

Erb reseptor ailesi: HCC lerin %68inde epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR),
%84 tinde ErbB ailesi reseptor tirozin kinazi 3 (ERBB3) ,%21 inde ERBB2(HER?2), %61inde

ERBB4 asir1 ekspresyonu goriilmiis. ERBB3 ve ERBBI1 agir1 ekspresyonu yiiksek
proliferasyon indeksi, metastaz, tiimdr biiyiikliigii ile karakterize agresif fenotiple birliktelik

gosterir (5).

E-kadherin: E-kadherin (E-cad) genini i¢eren 16q heterozigosite kayb1 (LOH) tiimor

ilerlemesi ve metastaziyla baglantilidir.

RB: %25-48 HCC vakasinda Rb lokusunda LOH kayb1 gdzlenir, Rb ekspresyonu
%30-40 downregiile olmustur. Retinoblastomanin yikilmasi ve metilasyon aracilikli p16

susturulmasiyla Rb yolagi rahatsiz edilir (4, 5).

PTEN: % 17-27 HCC vakasinda 10q kromozom kolunun kayip olmast 10g23
bolgesinde lokalize PTEN’in HCC de rol oynadigina bir kanittir. Somatik, missense, ¢ergeve

kaymasi ve splice bolgesi mutasyonlari, promotor aktivite kayiplari baz1 HCC vakalarinda

goriilmiistiir (9,10 ,11,12,13 , 14).

Telomeraz: Birgok HCC vakasinda telomeraz aktivitesinin yeniden kazanildigi ve

telomer boylarimin degistigi gosterilmistir. Hatta bir¢ok kanserde oldugu gibi HCC’de de

telomeraz aktivitesinin izlenmesi erken kanser tanisi i¢in bir belirte¢ olarak kullanilabilir (15).



P21: Yapilan calismalarda %40 HCC vakasinda p21 ekspresyonunun azaldigi ve bu
ekspresyon azalmasinin p53 mutasyonu ve diisiik ekspresyonuyla paralellik gosterdigi

bulunmustur (15 ).

1.1.3 Genetik ve Epigenetik Degisikliklerden Etkilenen Sinyal Yolaklar1 Karsinogenez

Siirecindeki Rolleri

Biiyiime Faktorleriyle regiile edilen siyal yolaklari: Biiytime faktorleri, bliylime faktori
reseptorleri, reseptoriin altindaki sinyal yolagi bilesenlerinin yeniden diizenlenmesi
hepatokarsinogenez siirecinde 6nemli bir yere sahiptir. Tiimor hiicrelerinde, 6zellikle insiilin
benzeri biliylime faktorii ve reseptorii (IGF/IGF-1R), hepatosit bilylime faktorii ve reseptorii
(HGF-MET), Wnt ve reseptorii FRZ, transforme edici biliylime faktorii o ve epidermal
biiylime faktorii reseptorii(TGF o/EGFR), transforme edici biiylime faktorii f ve reseptorii
(TGFB/TBR) ve bunlarla ilgili sinyal yolaklar1 proliferasyonu, apoptoz engelleyici
mekanizmaya ve invazif davranisa katkida bulunur. Bu biiylime faktorii reseptorleri, treonin
reseptOrii ve serin-threonin reseptoriidiir. Meydana gelen fonksiyonel etkiler bir¢ok sinyal
mekanizmas1 arasinda etkilesime sebep olur ve tiimorle ilgili ¢esitli faktorleri etkiler. Bu
sinyal yollarinin etkilestigi yolaklardan en oOnemlilerinden biride sag kalim, apoptoz,
proliferasyon ve cesitli genlerin transkripsiyonuyla ilgili PI3K/Akt yolagidir. Farkli sinyal
yolaklarindaki genlerin HCC’deki degisimi asagidaki tabloda 6zetlenmistir (Tablo1.) (16, 17).



Tablo 1.1. Farkl sinyal yolaklarindaki genlerin HCC’deki degisimi (16 )

IGF-1I Ekspresyonu %16-40 artmis
IGF | IRS-I Ekspresyonu %100 artmig
IRS-II Ekspresyonu %86 artmis
HGF Stellate hiicrelerince eksprese
HGF
MET Ekspresyonu %20-48 artmis
Idrarda %60-80 artmis
TGFa
HCC’de ekspresyonu %80 artmis
G HB-EGF/ EGFR | Ekspresyonu %59-100 artmis
TGFa
Herl Her2/neu | Ekspresyonu %0-30 artmis
Her3 Ekspresyonu %84 artmis
Her4 Ekspresyonu %61 artmis
B-katenin Niikleer birikimi artmis %17-40
Aksin-1 %5-14 Mutasyonu var
Aksin-2 %3-10 Mutasyonu var
Wnt
PIN1 Ekspresyonu %50 artmis
FRZ-7 Ekspresyonu %90 artmis
HDPRI1 Ekspresyonu %58 azalmis
TGFP Ekspresyonu %40 artmis
TRR-I Ekspresyonu %80 artmis
TBRR-II Ekspresyonu %37-70 azalmis
TGFp | Smad2 %3 Mutasyonu var
Ekspresyonu %10 azalmis
Smad4 presy
%6 Mutasyonu var
Smad7 Ekspresyonu %60 artmis

Birc¢ok insan kanserinde hiicre yiizeyindeki reseptorlerin asir1 ekspresyonu veya devamli
olarak aktive olmasi, reseptoriin altindaki sinyal yolaginin aktive olmasi sonucunu dogurur.

ErbB2 reseptorii meme ve bircok diger kanser cesidinde gen cogalmasi sonucunda asiri



eksprese olan bir tirozin kinaz reseptoriidiir. ErbB2, erbB ailesinin diger liyeleriyle birleserek,
hiicre biiylimesi, invayon ve anti apoptoz gibi bir¢cok sinyal yolaginin aktivatorii olan
heterodimerleri olusturur. ErbB2-erbB3 dimeri, PI3K’in P85 alt {initesinin SH2 bolgesine
baglanabilen 7 adet fosforillenebilir tirozin artig1 icerdiginden tiimor hiicrelerinde PI3K-Akt

sinyal yolagini siddetli sekilde aktive eder (18 ).

1.2. PI3K/AKkt Sinyal Yolag:

1.2.1. PI3K/Akt Sinyal Yolagi

Fosfoinozitol-3-kinaz (PI3K) fosfoinozitol-3,4,5-trifostat1 (PI(-3,4,5)P; ) meydana
getiren bir lipid kinazdir. Proliferasyon, apoptoz, sitoiskelet elemanlarinin diizenlenmesi ve
bliylime gibi sistemleri diizenler. PI(-3,4,5)P; Akt’in fosfoinozitol bagimli kinaz 1 (PDK1) ve
PDK2 tarafindan fosforillenip aktiflendigi plazma membranina gogiinii saglayan bir ikincil
mesajcidir (19, 20 ).

PI3K enzimleri yapisal ve fonksiyonel olarak I, II, IIIl olmak iizere {i¢ ana gruba
ayrilirlar, memelilerde ise yapisal ve fonksiyonel olarak farkli Ia ve Ib olan iki alt grup daha
mevcuttur (18, 21, 22, 23). Onkogenez siirecinde Ia alt gurubunun yer aldig: bilinir, a, B, v
diye isimlendirilen ii¢ gence kodlanirlar (20). G protein aracilikli reseptor(PRC) ve reseptor
tirozin kinazlarin (RTK) aktivasyonu la ve Ib formlarinin uyarimini saglar (19). PI3K’ in rolii
PI(4,5)P;’ nin 3'-OH pozisyonundaki inozitol halkasini fosforilleyerek, sag kalim sinyalleri ve
insiilin etkisi icin gerekli ikincil mesajc1 olan PI(3,4,5)P” 1 olusturmaktir. Uyarilmamis
kosullarda PIP; seviyesi insanda ¢ok zor belirlenebilecek kadar azdir. PI3K’ler diizenleyici
(P85) ve katalitik(P110) alt tinitelerden olusan heterodimerlerdir. P85 alt tiniteleri SH2
bolgesiyle kinazlardaki fosfotirozin artiklariyla iliskiye girer (Sekil.3) (18, 20, 22 ,23 ).
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Sekil. 1.3 Fosfatidil inozitolun molekiiler formiilii (27)

Akt PKB ve RAC olarak da isimlendirilen 57 kD agirliginda, farelerde 16semiye sebep
olan viral onkoprotein v-Akt proteininin homologu bir Ser/Thr kinazdir. Memeli genomu
Akt1(PKB a), Akt2(PKB B), Akt3(PKB vy), izoformlarini (aminoasit diizeyinde yliksek
diizeyde homoloji gosterirler) kodalayan {i¢ Akt geni icerir (Sekil.5) (18, 19). Genlerin her
biri N terminalinde Pleksin Homoloji(PH) bdlgesi, merkezinde kinaz bolgesi ve C
terminalinde diizenleyici bolge igeren proteinler kodlarlar. Akt’in PH bdlgesi tiim fosfo

inozitoller (PI)’lar arasindan tercihen PIP3’e baglanir.

| PH ]| inase [ reguiatory | PKBa/Akt1
15 108 150 408 480

5 ’9 3 B @

1 1T ] -

PH kinase | reguiatory | PKBPB/AKZ
15 108 152 408 481
A

2 O

i I
| PH J | kinase L regulatory J PKBy/Akt3
135 107 148 405 473

] g g

i Y
|| PH ‘ | kinase lregulatory| PKBy-1
18 107 148 405 465

Sekil 1.4 PKB/Akt izoformlarimin bolgesel yapilari (24).
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Akt genleri farkli dokularda farkli ekspresyon modeline sahiptir. Ornegin Aktl beyin,
kalp, ve akcigerde yogunlukla eksprese olurken, Akt2 iskelet kas1 ve embriyonik kahverengi
yag hiicrelerinde, Akt3 ise beyin, bobrek ve embriyonik kalp dokusunda yogunlukla eksprese
olur. Akt genlerinin kromozomal lokasyonlar1 14q32(Aktl), 19q13.1- 13.2 (Akt2),
1q44(Akt3) olarak belirlenmistir (18, 24).

Akt’in aktiflenmesi proliferasyon ve sag kalim gibi c¢esitli hiicresel fonksiyonlarda
onemli bir yere sahiptir. PI3K-Akt sinyal yolagi bir¢cok hiicresel uyarimla diizenlenip,
transkripsiyon, translasyon, ¢ogalma, biiyliime ve sag kalim gibi 6nemli hiicresel fonksiyonlar1
diizenler.(Sekil.3) Yolak aktivasyonuyla ilgili hasarlar kanser diyabet ve oto immiin

hastaliklarla iligkilendirilmektedir (18, 19).
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Sekil 1.5 PI3K/Akt’1n yonlendirdigi biyolojik fonksiyonlar (27)

1.2.2. PI3K/Akt Sinyal Yolag1 Aktivasyonu

Biiytime faktorlerinin kendi reseptdr tirozin kinazlarina veya G protein aracilikli
reseptorlere baglanmalar1 PI3K’1 aktive eder.
Akt aktivasyonunun detaylar1 bilinmesine ragmen nasil azaltildig: ile ilgili ¢cok az bilgi

vardir. PI3K tarafindan PIP3 olusturulduktan sonra Akt membrana go¢ eder ve fosfolipidlere
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baglanir. Burada Aktin PH bolgesi ile iliskiye giren PIP3, Akt proteininde sekilsel degisiklige
sebep olur ve bunun sonucunda da Akt kinaz bdlgesindeki Thr308 ve C-terminalindeki
diizenleyici bolgesindeki Ser473 aminoasitlerinden fosforillenir. Akt’in  Thr308’den
fosforillenmesini ve aktif seklinin korunmasi islemi PDK1 enzimi tarafindan yapilir. PDK1
enzimi aktivasyonu PI3K tarafindan diizenlenir (19, 20). Akt’in Thr 308 den fosforilasyonu
Akt aktivasyonu i¢in gereklidir fakat Akt’in tamamlanmis aktivasyonu ic¢in hidrofobik C-
terminal bolgesinden de fosforillnemesi gerekir. Akt’1 Ser473 den fosforilleyen kinaz PDK2
diye isimlendirilir. Son zamanlarda yapilan c¢aligmalarda integrin baglantili kinazin (ILK)
Aktin fosforilasyon siirecinde yer aldigi bulunmakla beraber, ILK’in direk olarak Akt’in
Serd73 foforilasyonunu sagladigi gosterilememistir (18). Akt’in PI3K den bagimsiz olarak
aktivasyonunu, protein kizaz A agonistleri (PKA), B-adrenerjik reseptorler ve hiicre ici
kalsiyum orani saglar. Bunlarin yaninda Akt sicaklik soku, UV, iskemi, hipoksi, hipoglisemi
ve oksidatif stres tarafindan da aktive edilebilir. Bu durum PI3K inhibitorlerine direnci de
aciklamakta kullanilabilir (19).

Aktivasyondan sonraki asamada, Akt bilinmeyen bir mekanizmayla substratlarinin
oldugu sitoplazma ve ¢ekirdege goc eder (18). Akt aktive olunca altindaki substratlar

fosforilleyerek hiicresel yanitlart olusturur (19).

1.2.3.PI3K/Akt Sinyal Yolagi Aktivasyonunun Hiicre Davranisindaki Rolii

Akt, Bad ve ASK-1 gibi proteinleri fosforilleyerek hiicresel sag kalimi, p21,p27 gibi
CDK inhibitorlerini  fosforilleyerek hiicre dongiisiinii, GSK-3B’y1 fosforilleyerek hiicre

metabolizmasini, FKHR ailesi iiyelerini gibi transkripsiyon faktorlerini fosforilleyerek gen

transkripsiyonunu etkiler (Sekil.3) (19).

Akt Aktivasyonunun Hiicre Proliferasyonundaki Rolii
Aktive olmus Akt hiicre proliferasyonuyla ilgili glikojen sentez kinaz (GSK-3), glukoz

tastyicilar1 (GLUT4), siklin bagimli kinaz inhibitorleri, P21/wafl/Cip1, P27/Kip1, rapamisin
memeli hedefi (mTOR) ve TSC2 gibi bir¢ok substrati modiile eder.
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Akt N-terminal serin artigin1 direk olarak fosforilleyerek, GSK3’iin aktivitesini
durdurur. GSK3’iin inhibisyonu, fosforilasyonla yikilan B-kateninin fosforilasyonunu
engelleyerek birikmesini ve ¢ekirdege go¢ etmesini saglar. Niikleusta B-katenin Tct/Lefl gibi
farkli transkripsiyon faktorleriyle birlesip silkin-D1 gibi, retinoblastoma asir1 fosforilasyonu
ile aktivasyonunun durdurulmasi yoluyla hiicre dongiisii ilerlemesini saglayan bir¢cok genin
transkripsiyonunu aktifler.

Akt ayn1 zamanda P21/wafl/Cipl ve P27/Kipl’i fosforilleyerek onlar1 sitoplazmada
oyalar ve proliferasyon karsit1 etkilerini yapmalarini engeller.

Akt’m mTOR fosforilasyonu, siklin-D mRNA sinin translasyonunu ilerletir. Akt ayni

zamanda TSC’yi fosforile ederek onun biiylime baskilayici etkisini ortadan kaldirir (18).

Akt Aktivasyonunun Hiicre Sag Kalimindaki Rolii

Aktif PI3K’in 6nemli fonksiyonlarindan biride apoptozu inhibe etmesidir. PI3K bagimli
hiicre sag kalimin1 yonlendirmek icin Akt iyi bir adaydir. Akt farkli hiicre oliimiine giden
senaryolarda (oksidatif ve ozmotik stres, radyasyon, iskemik sok, kemoterapotik ilaglar) anti
apoptotik faktor olarak yer alir.

Akt, sitokrom c¢’nin mitokondriden salinimini kontrol eden Bad gibi onciil apoptotik
proteinleri fosforilleyip aktivasyonlarmi bozarak, apoptoz karsitt mekanizmay1 yonlendirir.
Akt tarafindan forkhead ailesi tyelerinin(AFX, FKHR, FKHRLI1) fosforillenmesi FasL,
IGFBP-1 ve Bim gibi apoptoz genlerin transkripsiyonlarini inhibe eder. Akt IkappaB kinaz
a’y1 aktifleyerek IkappaB’yi fosforiller. Bu durum niikleer faktor kappaB’nin aktivasyonuna
ve ona bagimlhi Bcl-XL, kaspaz inhibitoleri, c-Myb gibi sag kalim genlerinin
transkripsiyonunu saglar. Akt, Bcl-2, Mcl-1 ve Aktin kendisi gibi apoptoz karsiti genlerin
transktipsiyonunu artiran siklik AMP Response Element Binding proteini fosforilleyip aktifler
(18, 25).

Akt, murine double minute-2 (mdm-2) proteinini niikleusa yollayip P53 destabilizasyonu
saglayarak P53 i dolayli olarak diizenler. P53 yikilimi artinca, hiicresel strese cevap azalir ve

sag kalim artar. Bununla beraber inhibitoriinii yikarak NFkB’nin aktivasyonunu saglar (18).

14



1.2.4. IP3K/Akt Sinyal Yolag1 ve Kanser

PI3K’in P85 diizenleyici alt iinitesi insan kanserlerinde mutasyonlarin hedefidir.
PI3K’in P110 o katalitik alt iinitesini kodlayan PIK3CA gen mutasyonlar1 kolon, gastrik,
meme, ve akciger kanseriyle glioblastomalarda goriilmistiir. Yapilan cesitli ¢alismalarda
ovaryum, serviks, bas boyun kanserleri, gastrik kanserler ve glioblastomalarda PIK3C gen
amplifikasyonu da goriilmiistiir. PI3K’in P65 alt iinitesinin giidiik oldugu durumlarda PI3K’in
devamli aktivasyonuna ve hiicre doniisiimiine neden olur. Reseptor tirozin kinazlarin
aktivasyonuna sebep olan mutasyonlar PI3K-Akt yolagini etkiler. Epidermal biiyiime faktorii
reseptorii (EGFR) hiicre dis1 bolgesinin giidiik olan formu PI3K-Akt in potansiyel aktivatori
olur. Onkogenler ve PI3K-Akt yolag: arasinda baglanti da s6z konusu olabilir. Ornegin TLC
Akt’a baglanarak onun devamli dimerizasyonunu, aktivasyonunu ve niikleer gocii ilerletebilir.

Yillar igerisinde biriken ¢aligmalar Akt sinyal yolaginin hiicre dongiisti, sag kalim,
bliylime, migrasyon ve anjiogenezde rol oynayarak malignat transformasyonda ve
kemoterapiye direncte rol aldigin1 gostermistir. Ayrica Akt aktivasyonuna sebep olan, Akt’in
negatif diizenleyicisi PTEN mutasyonlarina bir¢ok tiimorde rastlanmistir. % 17-27 HCC
vakasinda 10q kromozom kolunun kayip olmasi 10q23 bolgesinde lokalize PTEN’in HCC de
rol oynadigina bir kanittir. Somatik, missense, ¢er¢eve kaymasi ve splice bolgesi mutasyonlari
bazi1 HCC vakalarinda goriilmiistiir. PTEN mutasyonlar1 tiroid, kolon, prostat, uterus, merkezi
sinir sistemi ve yumusak dokularmn primer kanserlerinde gosterilmistir. Ayn1 zamanda
kolorektal kanserlerde promotor hipermetilasyonuyla da PTEN inaktivasyonu rapor edilmistir
(18).

Bunun yaninda birgcok kanserde Akt aktivasyonuna, asir1 ekspresyonuna ve
amplifikasyonuna rastlanmistir. Akt geninin mutasyonu insan kanserlerinde rapor edilmemis
olmasma ragmen, Aktl’in gastrik karsinoma ve glioblastomada, Akt2’nin ovaryum,
pankreatik, gastrik ve meme karsinomalarinda gen amplifikasyonu goriilmistiir. Akt3 {in ise
mRNA diizeyinde asir1 ekspresyonu meme ve prostat kanserlerinde gosterilmistir. Yapilan
calismalarda, melanoma bas boyun kanserleri, meme kanseri, kolon kanseri, ovaryum kanseri,
pankreatik kanser, safra kesesi kanseri, 6zafagual skuamoz hiicreli karsinomada ve prostat
kanserinde artan Akt aktivitesi saptanmistir. Birgok insan hiicresinde Akt’in ektopik
ekspresyonu, Ozellikle devamli aktivasyonu hiicre sag kalimi ve malignat doniisiimii

indiiklerken, Akt aktivasyonunun inhibe edilmesi apoptozu artirmaktadir. Bununda &tesinde
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Akt aktivasyonunun timor invazivligini ve kemoterapi direncini artirdigini, Akt’in
baskilanmasinin ise intrahepatik metastazi baskiladig1 gosteren ¢alismalar mevcuttur. Tiim bu
calismalar kanser tedavisinde Akt yolaginin dnemli bir hedef olmasini saglamaktadir (19, 26,
27).

Ozetlenecek olursa Akt’in tiimor gelisiminde rol oynadigina dair gériisler 3 sebebe
dayanmaktadir. Bunlardan birincisi Akt asir1 eksprese eden transgenik hayvanlarin cilt, meme,
lenfotik nodiillerde, ovaryumda, ve beyinde tiimor gelistirmesi, bunun yaninda PTEN
heterozigot hayvanlarin kontrole gore karaciger, endometriyum, testis, tiroid ve prostatta daha
fazla tiimor gelistirmesidir. Ikincisi gesitli karsinojenlerle akciger epitellerini muamele edince
PI3K/Akt yolaginin artmasi ve bunun karsinojenlere kars1 bir yanit olabilecegini diisiincesidir.
Ucgiinciisii ise meme, kolon, ovaryum, pankreas, prostat kanserlerinde in vivo olarak Akt
aktivitesinin saptanmast ve multiple myeloma, bas boyun, meme, kolon, ovaryum, prostat

kanserlerinde immiinohistokimyasal olarak da Akt aktivitesinin gozlenmis olmasidir (19).

1.2.5. PI3K-Akt Yolaginin Inhibisyonunu ve Kanser Tedavisine Kullanimi

Akt aktivasyonunun detaylar1  bilinmesine ragmen nasil  aktivasyonunun
durdurulduguyla ilgili ¢ok az bilgi vardir (20). Insan kanserlerinde siklikla germline veya
somatik olarak mutasyona ugramis bir tlimor baskilayici olan PTEN (Phosphatase and tensin
homologue deleted on chromosome 10), PI3K-Akt yolaginin baglica negatif diizenleyicisidir.
PTEN PI(3,4,5)P3’ii 3. pozisyonundan fosforile edip PI(4,5)P2 ye ¢evirerek PIP3 oranini
diistiriir. Germline PTEN mutasyonlari, kanser ve malignant tiimor gelisimine yliksek
yatkinlikla seyreden, az rastlanan bir genetik hastalik olan Cowden’s hastaligin1 olustur (18,
27).

Bunun yaninda Akt aktivitesi SHIP (SH2 igeren izozitol fosfataz) ve CTMP (Karboksi
terminal modiile edici protein). SHIP PI(3,4,5)P3’ii 5 pozisyonundan defosforile ederek
Akt’1n hiicre i¢i miktarini ayarlar. Fakat SHIP kayb1 insan kanserlerinde rapor edilmemistir ve
SHIP’in PI3K-Akt sinyali ilizerindeki etkisi in vivo ortamda tam olarak anlagilmamustir.
CTMP ise son zamanlarda kesfedilen bir proteindir. In vitro olarak CTMP Akt’in karboksi
terminal diizenleyici bolgesine baglanip onun Ser 473 ve Thr 308 aminoasitlerinden

fosforillenip aktiflenmesini engeller. Fakat heniiz insan kanserlerindeki in vivo degisimleri
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heniiz rapor edilmemistir. Bunlar ek olarak Akt aktivasyonunun bir kismi genel bir fosfataz
olan PP2A tarafindan engellenir (18).

PI3K-Akt’in yolakta daha yukarisindan kaynakli, PI3K gen amplifikasyonu sebebiyle
veya PTEN mutasyonu veya kaybindan meydana gelen kontrolsiiz Akt aktivasyonu kanser
gelisimine yataklik eder. Bu ylizden Akt aktivasyonunun inhibisyonu kanser tedavisinde
onemli bir stratejidir. Yapilan bir¢ok calismada Akt inhibisyonu i¢in Wortmannin ve
LY294002 isimli iki bilesik kullanilmistir. Wortmannin tip I PI3K’i inhibe eden fungal bir
metabolittir ve nanomolar konsantrasyonlarda PI3K’in P110 katalitik alt {initesine baglanip
geri donilisiimsiiz olarak PI3K’i inhibe eder (Sekil.5) (18). Yiiksek dozlarda miyozin hafif
zincir kinazini, fosfolipaz C, D, A2 ve DNA bagimli protein kinazlar1 da inhibe eder (19).
Wortmannin’in in vitro ve in vivo olarak tlimoér karsiti aktivitesi gosterilmistir. Fakat
Wortmannin kullaniminin dezavantaji suda ¢oziinmeyip organik ¢oziiciilerde ¢dziinmesi ve
bunun klinik vakalarda kullanimini kisitlamasidir.

LY294002 ise flavonoid tiirevidir, yarismali ve geri doniisiimlii olarak PI3K’in ATP
baglanma bolgesini inhibe eder.(Sekil.4) Genellikle in vi vitro olarak kullanilmis olan bilesik,
proliferasyon ve apoptoz karsiti aktiviteye sahiptir. LY294002 G1 duraklamasi yaratip,
P27/Kipl seviyesini artirip, siklin E ve D seviyelerini diislirerek hiicre proliferasyonunu
durdurur. Fakat LY294002 Akt aktivitesi diisiik olan hiicrelerde efektif degildir. Yapilan
calismalarda LY294002 in vitro ve in vivo olarak timor gelisimini inhibe etmistir (18, 19).

Wortmannin ve LY294002’nin her ikisi de Akt’1 degil direk olarak PI3K’i inhibe eder.
Bu yiizden Akt’1 direk olarak inhibe edecek daha kiiglik molekiillere ihtiya¢ vardir. Yeni
gelistirilen fosfatidilinozitol eter lipid analogu (PIA) Aktin PH bolgesine direkt olarak
baglanarak, PDK1 ve PI3K’i etkilemeden, Akt’it inhibe ederek, altindaki hedeflerinin
fosforilasyonununu azaltir. Fakat bu molekiiliin kullanimi i¢in daha ileri diizeyde galismalar
yapilmalidir. Ayni sekilde alkil fosfolipidler de PI3K’in yeni kullanilmaya baslanilan

inhibitdrleridir fakat bu konuda yeterince ¢alisma yapilmamustir (18) .

17



0

\;L s
o S
! i

(8]

Wt

{ e

R o

5

R

@)

e

—

Sekil 1.6 LY294002’nin molekiiler yapisi

Sekil 1.7 Wortmannin’in molekiiler yapisi
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GEREC VE YONTEM

2.1. HCC Hiicre Dizileri

Tezde kullanilan HCC hiicre dizileri (Mahlavu, Huh7, Hep40, SNU-475, SNU-398, SNU-
449, SK-Hepl, PLC/PRF-5, Hep3B, HepG2) Bilkent Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Béliimiinden Prof. Dr. Mehmet Oztiirk tarafindan temin edilmistir. Tablo 2.1°de bu hiicre

dizilerine ait bilgiler 6zetlenmistir.

Tablo 2.1. Tezde kullanilan hiicre dizileri

Hiicre dizisi Yas ! Tiumor Tipi HBV Farkhlasma derecesi
Huh7 57 HCC - Farklilagsmis

HepG2 15 HCC/HB’ - Farklilagmig

Hep40 ? HCC + Farklilagmig
PLC/PRF/5 24 HCC + Farklilagsmis

Mahlavu ? HCC - Farklilagsmamis
SK-Hep-1 52 AC* - Farklilagsmamis
SNU-449 52 HCC + Farklilagmamis
SNU-475 43 HCC + Farklilasmamis
SNU-398 42 HCC + Farklilagmig

! Tiimor cerrahisi yapildiginda hastalarmn yas1
*HBV DNA’s1 varlig
3 Hepatoblastoma * Adenokarsinoma

2.2. Hiicre Kkiiltiiri

2.2.1. Hiicrelerin idame Ettirilmesi

Tablo 2.1°de kullanilan HCC hiicre dizileri, normal kosullarda %10 FCS (Fetal Calf
Serum) (Biochrom, S0125), 2mM L-Glutamin (Biological Industries, 03-020-1C), 100u/ml
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penisilin ve 0,1mg/ml streptomisin (Biological Industries, 03-031-1C) ve % 1 esansiyel
olmayan aminoasit karigimi iceren RPMI-1640 (Biological Industries, 01-104-1A) igerisinde
tiretilmislerdir. Bazal kosullarda yapilan deneyler icin serum agligi olusturmak amaciyla,
biiylime ortamina FCS yerine % 1 BSA (Ambresco 0332-1006) kullanilmistir. Hiicre kiiltiiri
islemleri laminer kabinet (Aura Vertical S.D.4,C5681) igerisinde yapilirken, hiicreler 37
°C’de, %5 CO’li inkiibatérde (Heal Force, HF90) kiiltiire edilmistir. Hiicreler biiyiime
hizlarina ve baglangi¢ yogunluklarina gore degismekle birlikte 3 ila 5 giinliik araliklarla bir alt
kiiltiire edilmistir. Hiicreler %80 civarinda yogunluga ulastigi zaman kiiltiir kaplarindaki
ortam c¢ekilip, 3 defa pH: 7.4 steril PBS ile yikanmistir. Ardindan PBS uzaklastirilip kiiltiir
kabina 1 ml Tripsin-EDTA (Biological Ind., 03-054-1B) soliisyonu konularak inkiibatorde
hiicreler tutunduklart ylizeyden ayrilana kadar 1-2 dakika bekletilmistir. Tripsinize edilen
hiicrelerin iizerine FCS iceren ortam konularak pipetlenmis ve bu islemin sonunda istenilen
miktarda hiicre (hemasitometrede sayilarak) yeni kiiltiir kaplarma alinmistir. Hiicre kiiltiirti
calismalarinda ters bakish faz kontrast mikroskobundan (Nicon, Phase Contrast-2 LWD 052,
202086) yararlanilmistir.

2.2.2.Biiylime Faktorleriyle Uyarilma

Deneylerde 40ng/ml HGF (MY 111, Dr. Donald P. Bottaro, NIH, NCI tarafndan
saglandi) ve 10ng/ml EGF (Sigma E 9644-2MG) kullanilmistir. HGF diliisyonu igin Tris-
BSA(0.5M Tris-baz,1.5 M NaCl, %2 BSA) c¢ozeltisi kullanilmigtir. HGF uyarimi igin,
deneyin sonlandirilmasindan hemen onceki 15 dakika boyunca, EGF uyarimi i¢in ise ayni
sekilde 5 dakika boyunca yapilmistir. Biiyiime faktorii eklenmeden 15 dakika 6nce hiicre

kiiltiir ortamlarina serin fosfataz inhibitorii olan NaF (100uM) eklenmistir.

2.2.3. Hiicrelerin Dondurulup Coziilmesi
Hiicrelerin dondurulmasi: Ortalama 2-3 gilinliik kiiltiir sonunda, logaritmik biiyiime

evresine gelmis hiicreler % 70-80 yogunlukta yaklasik 3-4x10° hiicre sayisina ulasinca

dondurulmustur. Bunun i¢in PBS ile 3 defa yikanilan ve PBS uzaklastirilinca tripsinize edilen
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hiicreler hiicre kiiltiir ortaminda siispanse edilmis ve 1500 rpm de 5 dakika santrifiijlenmistir.
Ust faz uzaklastirilip hiicreler taze olarak hazirlanmis ve buzda sogutulmus 1ml dondurma
ortaminda (% 20 FCS, % 10 DMSO, % 80 DMEM) yeniden yavasga siispanse edilerek hiicre
dondurma tiiplerine konulup, 4°C’de sogutulmus ve dakikada 1°C’lik soguma saglayan buz
kutusuna (Nalgene 5100-0001) konulmustur. Bir gece boyunca -80 C’de tutulduktan sonra

s1v1 azot tankina kaldirilmastir.

Dondurulmus hiicrelerin ¢oziilmesi: Dondurulan hiicreler sivi azottan c¢ikarilip,
37°C’deki su banyosunda tutularak hizla ¢oziilmiis ve lizerine 37°C’ye kadar 1sitilan hiicre
kiltiirii  ortami konularak siispanse edilmistir. Siispansiyon 1500 rpm de 5 dakika
santrifiijlenip DMSO igeren lst faz atilmis ve hiicre pelleti yine 1sitilmis normal kiiltiir

ortamiyla silispande edilerek yeni bir hiicre kiiltiir kabina konulmustur.

2.3.Western Blotlama

2.3.1 Kiiltiir Hiicrelerinden Total Protein izolasyonu

Tanimlanan deney kosullar ile tretilerek, % 70-80 yogunluga ulasmis hiicreler soguk
PBS ile 2-3 kez yikanip 1ml PBS igerisinde hiicre kaziyicilarla kazilarak 1,5 ml’ lik ependorf
tiiplerine toplanmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonu 1500 rpm’de 5 dakika santrifiijlenip
(Eppendorf Centrifuge 5415R) iist faz uzaklagtirilmistir. Hiicre pelleti lizerine, pelletin
yaklagik olarak 4 kat1 kadar buzda sogutulmus NP-40 liziz tamponu (50 mM pH 7.4 Tris-HCI,
% 1 NP-40, % 0.25 sodyumdeoksikolat, ImM EDTA, 150 mM NaCl, 1 pg/ml aprotinin, 1
pg/ml leupeptin, 1 pg/ml pepstatin, ImM PMSF, ImM NaF, ImM Na3;VO,) eklenip
pipetlenmistir. Buz iizerinde 5 dakika araliklarla karistirilarak 30 dakika bekletilen 6rnekler
+4 °C’de sogutulmus santrifiijde 13000 rpm devirde 15 dakika santrifiijlendikten sonra total
hiicre proteinini igeren iist faz yeni bir tlipe aktarilmis ve elde edilen proteinlerin protein
miktar1 belirlenip, ¢ok daha kii¢iilk hacimlere ayirmak amagli yeni tiiplere dagitilarak -80

°C’lik buzdolabinda daha sonra kullanilmak {izere dondurulmustur.
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2.3.2.Protein Miktar Tayini

Protein miktar belirlemesi i¢in BCA Protein Assay Kit (Pierce 23225) kullanilmistir.
Her bir tiipte farkli miktarlarda stok BSA (Pierce, 23209) igeren, BCA ve ddH2O ilaveleriyle
Iml’lik toplam hacme ulastirilan reaktif sollisyonlar1 hazirlanmistir. Yine bunlara paralel
olarak, miktar1 tayin edilecek toplam protein lizatlarinin her birinden 2 pl iceren ve aym
sekilde BCA ve ddH,0 ile Iml’ye tamamlanmis reaktif soliisyon hazirlanmistir. Tiim 6rnekler
tepkime gergeklesmesi i¢in 60 °C” de 15 dakika inkiibe edilmis. Is1 altinda igerdikleri protein
miktarlarina orantili sekilde degisiklik gosteren reaksiyon sonunda olusan bikronik asit-bakir
komplekslerinin optik densiteleri (OD), atilabilen plastik spektrofotometre kiivetleri
kullanilarak (Brand 759220), 562 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Pharmacia Biotech,
Ultraspec 2000) kor baz alinarak Olglilmiistiir. Bilinen BSA konsantrasyonlarina karsi
spektroda okunan OD degerleri kullanilarak cizilen standart dogrusal grafikten elde edilen
matematiksel formiil kullanilarak diger Orneklerdeki bilinmeyen protein miktarlar

hesaplanmastir.

Farkl1 diliisyonlarda BSA ¢ozeltisi asagidaki gibi hazirlanmustir.

Tilip numarasi 1 2 3 4 5 6 7 8

BSA stok (ul) 0 2.5 5 7.5 10 12.5 15 20

ddH,0 (ul) 100 | 97.5 95 92.5 90 87.5 85 80

BCA reaktif 900 900 | 900 900 900 900 900 900
soliisyon (ul)

(1. tiip kor’diir)
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Protein 6rnekleri asagidaki gibi hesaplanmistir.

Tilp numarasi 1 2 3 4
Ornek (ul) 0 2 2 2
ddH»0 98 98 98 98

BCA reaktif soliisyonu (pl) 900 900 900 900

Liziz tamponu (ul) 2 - - -

(1. tiip kor’diir)

2.3.3. SDS- Poliakrilamid Jel Elektroforezi

BioRad mini protein elektroforez sistemi (Mini-PROTEAN Electrophoresis Cell 165-
3301) kilavuzunda tarif edildigi sekilde hazirlanmigtir. Sisteme uygun jel hacmi yine kilavuza
gore tanimlanmustir. Bir falkon tiip i¢cinde Tablo 2.1°deki gibi % 10’luk ayirici jel (seperasyon
jeli) igerikleri karistirilarak hazirlanip ve iki cam arasina dokiilmiistiir. Jelin {izerini
kaplayacak miktarda dH20O’ya doydurulmus saf izoamil alkol eklenerek jelin polimerize
olmasi ya da bagka bir deyisle katilasmas1 beklenmistir. Ayirict jelin igerecegi poliakrilamid
konsantrasyonuna Tablo 2.3’de gdsterilen sekilde western blotlamada bakilacak proteinin
biiytlikliigiine gore karar verilmistir. Ayirici jel katilasinca tizerindeki izoamilalkol dokiilmiis
ve Tablo 2.2°de gosterildigi sekilde % 5’lik istifleme jeli (Staking jeli) hazirlanip camlar
arasina konulmustur. Hemen uygun taraklar camlarin en iist kismina kilavuzda gosterildigi
sekilde yerlestirilip istifleme jelinin katilasmasi beklenmistir. Daha sonra tarak yavasca
cikarilmis ve kuyucuklar polimerize olmayan akrilamidi uzaklastirmak icin elektroforez

ylriime tamponu ile yitkanmustir.
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Tablo 2.2. SDS-PAGE ayrimlama jel bilesenleri

Kullanilacak %10’1luk %10’Iuk ayirict %10’Iuk ayirict
kimyasal ayrimlama jel (5ml) jel (10ml) jel (20ml)
dH20 1.9 4.0 7.9
%30 akrilamid mix 1.7 33 6.7
1.5M Tris-HCI
(pHS.8) 1.3 2.5 5.0
%10 SDS 0.05 0.1 0.2
%10 Amonyum
persilfat 0.05 0.1 0.2
TEMED 0.02 0.04 0.08
Tablo 2.3. SDS-PAGE istifleme jeli bilesenleri
Kullanilacak kimyasal %5’ lik istifleme jeli(5 ml) %5’ lik istifleme jeli(10 ml)
dH20 34 6.8ml
%30 akrilamid mix 0.83 1.7ml
1.5M Tris-HCI (pH6.8) 0.63 1.25ml
%10 SDS 0.05 0.1ml
%10Amonyum persiilfat 0.05 0.1ml
TEMED 0.005 0.01ml

Tablo 2.4. SDS-PAGE ayrimlama etkinligi

% Akrilamid konsantrasyonu Dogrusal ayrimlama araligi (kD)
15 12-43

10 16-68

7.5 36-94

5 57-212
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%30Akrilamid-bisakrilamid
28.2 g akrilamid
0.8 g bisakrilamid

ddH,0 ile 100 ml’e tamamlanir

%10 SDS
1 g SDS

ddH;0 ile10 ml’ye tamamlanir

%10 APS (taze haziranmalidir)
0.1g APS

ddH,0 ile Iml ye tamamlanir

Konsantrasyonlar1 belirlenmis 6rneklerden esit miktarlardaki proteinler, % 5 B-ME
(Applichem, A1108,0100) iceren 5X yiikleme tamponu ile son konsantrasyon 1X olacak
sekilde karistirilip, 95 °C” de 5 dakika kaynatilmustir. Kaynatilan 6rnekler oda sicakligina
gelince, tanka yerlestirilmis tris-glisin elektroforez yiirlime tamponu igerisindeki jellerin
kuyularina yiiklenmistir. Bir kuyuya da proteinlerin biiytikliiklerini tahmin etmek amaciyla
icinde bilinen biiyiikliiklerde ¢esitli proteinler bulunan 6nceden boyali biiyiikliik belirteci
(prestained size marker) (MBI Fermantas SM0671) yiiklenmistir. Ornekler istifleyici jelin

sonuna kadar 70V’da, ayirici jelde ise 110 V sabit gerilimde 1-2 saat yiiriitiilmiistiir.

Tris-Glisin Yiritme Tamponu (1X 1000 ml)
10 ml %10 SDS

3 g Tris-Baz
14.4 g Glisin
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5X yiikleme tamponu(40ml pH:7)
4 ¢ SDS

20ml Gliserol

1.3 Tris

3 mg Bromfenol Mavisi

2.3.4. Proteinlerin Kat1 Bir Yiizeye Transferi

Yiiriitmenin tamamlanmasina yakin mini jel boyutlarinda eldiven giyilerek her jel basina
1 PVDF membran (millipore, IPVH15150) ve 4 adet Whatmann kagidi kesilmistir. Bu arada
PVDF membran 40 saniye metanol igerisinde bekletilip dH,O ile 1-2 saniye yikanmistir.
Membran ve whatmannlar Tris-Glisin transfer tamponu i¢inde en az 10 dakika bekletilmistir.
Yiriitme tamamlandiginda jel camlar arasindan c¢ikarilip 1-2 dakika ayni tampona
konulmustur.

Yari-kuru transfer cihazi (Hoefer SemiPhor- Pharmacia Biotech) temizlenmis ve
sirastyla 2 adet Whatmann, jel, PVDF membran ve 2 adet Whatmann tampon sizdirilarak
yerlestirilmistir. Transfer tamponunun 1slakligindan yararlanilip bu katmanlar arasindaki hava
kabarciklar1 ¢ikarilmistir. Cihaz kapatilip, elektrotlari takildiktan sonra, jelin mm®’ii basina
3.5 - 55 mA olacak sekilde akim gecirilerek 12 V civarinda, 45 dakika transfer
gerceklestirilmistir. Transfer cihazinin tist kapag: + yiikli katot iken alt kapak — yiiklii anot
gorevi yapar, boylelikle SDS muamelesi ile negatif yiiklii hale gelen proteinlerin jelden

membrana gocili saglanmustir.

Tris-Glisin transfer tamponu (1X 1000 ml)

3 g Tris-Baz
14.4 g Glisin

2 ml %10 SDS
200 ml Metanol
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2.3.5. Immiinoblotlama

Transfer iglemi tamamlandiktan sonra, cihaz agilip, kurumasina imkan vermeden
membran derhal TBS icerisine konuldu. Blotlama sirasinda 6zgiil olmayan baglanmalarin
engellenmesi i¢cin membran % 10’luk siit tozu % 0.5 Tween-20 iceren TBS-T tamponu ile 1
saat oda sicakliginda muamele edilerek bloklama islemi gergeklestirilmistir. Belirlenmek
istenilen proteine karsi 6zgiin olarak iiretilmis satin alinan antikorlarin (primer antikor), %3
stit tozu iceren TBS-T iginde optimizasyon sonrasinda belirlenmis konsantrasyonlarda olacak
sekilde diliisyonlar1 yapilmis ve oda 1sisinda 1 saat ya da +4 °C’de gece boyunca yavasca
calkalanarak inkiibe edilmistir. Bu islemin ardindan membran en az 6 kere 10’ar dakikalik
calkalamalarla yikanmigtir. Daha sonra primer antikorun elde edildigi hayvana karsi ve
ucunda HRP enzimi takili antikorun yine %3 siit tozu iceren TBS-T kullanilarak optimize
diliisyonlar1 yapilmis ve 1 saat oda 1sisinda yavasca ¢alkalanarak inkiibe edilmistir. Primer
antikor sonrasinda yapilan yikama islemi tekrarlanmistir. Kullanilan antikorlara ait bilgiler ve

optimize edilmis diliisyon kosullar1 Tablo 2.4.” de 6zetlenmistir.

Tablo 2.5. Kullanilan antikorlar ve diliisyonlari

Firma/Katalog no Koken Antikor Ad1 Diliisyon*
Cell Signaling - 4051 Fare a- P-Akt Ser 473 1/1000
Santa Cruz

Tavsan a - Kalneksin 1/7500
Sc-11397

*Diliisyonlar %3 siit tozu igeren TBS-T icinde yapilmistir.

Tim yikamalarin ardindan, ECL+(Amersham RPN2132) ya da Pierce (West Dura
Extended Duration Substrate, 34075) gibi farkli deteksiyon soliisyonlar1 kullanilarak bantlar
gorlintiilenmistir. Pierce kitinde oOnerildigi gibi membran 5 dakika soliisyon karisimiyla
muamele edildikten sonra naylon igerisine alinmistir. Isimaya duyarli Kodak (5256441) filmi
naylon icerisindeki membran {izerinde, kasette kapali sekilde, farkli antikorlar i¢in farkli

siirelerde tutulup ardindan da banyo edilen filmden sonuglar goriintiilenmistir. ikincil antikor
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ucuna bagli HRP enzimi Pierce kitinin igerisindeki substrati pargalayarak isimaya sebep

olmustur.

2.4. BrdU inkooperasyonu ile Hiicre Proliferasyon Tespiti

BrdU boéliinen hiicrelerde timidin bazinin iiridin ile yer degistirmesine dayali olarak
boliinen hiicrelerle boliinmeyen hiicreleri ayiran bir proliferasyon degerlendirme yontemidir.
Bu yontemi kullanarak proliferasyon degerlendirilmesi igin 48 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
kabma 6nceden optimizasyon deneyi ile belirlenen 20x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde
hiicreler ekilmigtir. Hiicreler yaklasik olarak 12-16 saat sonra yapismalarini
tamamladiklarinda eklenecek inhibitdrler ortama konulup istenilen degisik zaman
araliklarinda deney durdurulup proliferasyon degerlendirilmistir. Bunun i¢in zaman dilimi
doldugunda kuyucuklara son konsatrasyon 30 uM olacak sekilde BrdU eklenip 3 saat
inkiibatorde 37 °C’de bekletildi. Ug saatlik inkiibasyon bitiminde hiicreler PBS ile iki kez
yikanip kiiltiir ortami uzaklastirilmistir. Etanol (Merck 1.11727.2500) ile 10 dakika sabitlenip
etanoliin uzaklastirilmasi i¢in 10 dakika PBS ile yikanmistir. Taze hazirlanmis 2N HCI
(Merck K27564414) ile 20 dakika inkiibe edilmistir. PBS ile 15 dakika yikanip, PBS
icerisinde hazirlanmis %1 BSA (Amresco 0332-1006 ) %0.5 Tween ile spesifik olmayan
antikor baglanmalarinin engellenmesi saglanmistir. 1/500 diliisyonda anti BrdU antikoru
(DakoCytomation M0744) eklenip 1 saat inkiibe edilmistir. PBS-T ile 15 dakika yikanip
peroksidaz isaretli ikincil antikor (Dako, 4061) ile 30 dakika tutulup yeniden PBS-T ile 15
yikanmistir. DAB substrat kromojeni (Dakocytomation, K3468) eklenip, 8 dakika inkiibe
edilen kromojen suyla yikanip hiicreler hematoksilenle (zit boyama igin) boyanmuistir.
Mikroskopta kuyucuk igerisinden belirli 5 alandaki prolifere olan ve olmayan hiicreler
renklerine gore ayirt edilip sayillmis ve yiizde boliinen hiicre sayist bulunmustur. Deney {i¢li
set halinde yapildigindan her kosulun ortalamast ve standart sapmasi ¢ikarilip

degerlendirilmistir.
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3.5. MTT Testi ile Hiicre Canlihk Analizi

CellTiter 96 AQ One solition Cell Proliferation (Promega 6358A) test kiti ile
gergeklestirilmistir. Bu yontemde MTS tetrazolium tuzu canli hiicreler tarafindan metabolize
edilir ve renkli formazan bilesigine doniistiiriiliir. Kiiltiir ortam1 490 nm de spektrofotometrik
olarak ol¢iiliir. Bu yontemi kullanarak canlilik degerlendirilmesi yapilmasi i¢in 48 kuyucuklu
hiicre kiiltiir kabma 10x10° hiicre ekilmis, yaklasik 12-16 saat kadar sonra, kiiltiir ortami
degistirilerek eklenecek inhibitorler konulmustur. 24 ve 48 saat sonunda kitte kitap¢iginda

onerilen yontem izlenerek canlilik analizi yapilmstir.

3.6. LDH testi ile Hiicre Oliimii Analizi

CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega 6178) test kiti ile
gerceklestirilmistir. Bu test hiicre membran biitlinlii§li bozulan hiicrelerde, sitoplazmadan
kiiltiir ortamina salinan LDH’in dlgiilmesine dayali bir yontemdir. Hiicrelerin iginde
bulundugu kiiltiir ortaminda agiga ¢ikmis olan LDH enzimi etkisiyle renkli formazan bilesigi
olusturulur. Olusan renk 490 nm de spektrofotometrik olarak Ol¢iiliir. Bu yontemi kullanarak
hiicre 6limii analizi yapilmasi icin 48 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabma 10x10° hiicre ekildi,
yaklagik 12-16 saat kadar sonra, kiiltiir ortam1 degistirilerek eklenecek inhibitorler konuldu.
24 ve 48 saat sonunda kit kitapciginda Onerilen yontem izlenerek hiicre olimii analizi

yapilmistir.

2.7. FACS ile Hiicre Dongiisii Analizi

Yéntemde Propidium lodide’nin ¢ift iplikli DNA ya baglanmasiyla DNA miktarina
bagli olarak floresan sinyal olusmaktadir. Olusan floresan sinyal yogunluguna gore hiicrenin,
hiicre dongiisiiniin hangi asamasinda oldugu belirlenir. 6cm ¢apinda kiiltiir kaplarinda ekilen
hiicreler 12-16 saat sonra yapismalarini tamamladiginda kiiltiir ortami1 degistirilip inhibitorler
eklenmistir. 24 ve 48 saat sonra hiicreler tripsinle kaldirilip, tripsini uzaklastirmak igin

santrifiij edildikten sonra PBS ile siispanse hale getirilmis, DNA Prep Coulter Reagents Kit
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(PN 6607055) kullanilarak, kitte 6nerilen protokol izlenemis ve Beckman Coulter EpicsXL

Flow Cytometry cihazinda analizlenmistir.

3.8. Immunoboyama

Immunohistokimya

Hiicreler, 6 kuyulu hiicre kiiltlir kaplar igerisine yerlestirilmis otoklavlanarak sterilize
edilmis 22 mm?®lik lameller iizerinde normal kosullarda kiiltiire edilmistirler. Ekilen hiicre
sayist hiicreler arasinda, biiylime hizlarina gore farklilik gdstermistir. Tiim hiicre hatlar i¢in
biri negatif kontrol olmak iizere 2 lamel hazirlanmig, 2 giinliik inkiibasyon sonrasinda %80
yogunluk gosteren hiicreler i¢in immunositokimya protokoliine geg¢ilmistir. Hiicre kiiltiir
ortami uzaklastirilip, hiicreler PBS ile 2-3 kez yikanmustir. Tespit i¢in %3 liik taze hazirlanmis
PFA (Aplichem A3813) 15 dakika boyunca hiicrelerle maruz birakilip, hiicre membrani
gecirgenligini artirmak i¢in 3 dakika da %0.1 lik Triton X-100 (Sigma) kullanilmis ve PBS ile
2-3 kez yikanmistir. Spesifik olamayan antikor baglanmalarini engellemek icin PBS
igerisinde hazirlanmis  %10’luk  FBS ile 30 dakika boyunca bloklama islemi
gerceklestirilmistir. Bloklamanin ardindan nemli ortam saglamasi amaciyla igerisinde yari
1slak havlular olan kabin i¢inde, 6 kuyulu kiiltiir kabindaki lamellerin {izerine, %1.5’luk FBS
iceren PBS’ de sulandirilmis primer antikorlar lamel yiizeyini kaplayacak (100 pul) miktarinda
konulmus ve 1 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan 30 dakika boyunca 5 dakikada
bir PBS degistirilerek hiicreler yikanmis ve peroksidaz enzimi tagtyan 100 pl ikincil antikor
(Dako, 4061) ile 30 dakika boyunca nemli ortamda inkiibe edilmistir. Ardindan lameller PBS
ile 30 dakikada 5-6 sefer yikanarak, 100 ul DAB-substrat (Dako, 3468) kromojeni lameller
tizerinde 5 dakika tutulup su ile iyice yikanmistir. Yikamadan sonra tiim hiicrelerde zit
boyama saglayan hematoksilen boyasiyla 5 dakika inkiibe edilerek c¢ekirdek boyamasi
yapilmistir. Boya sonrasinda PBS yikamasi yapildi ve lameller kuyulardan ¢ikartilarak ksilol
(Merk, UN-1307 K27957685) igine batirilarak kurutuldu. Lamellerin lamlar {izerine
kapatilmasi sirasinda mounting medium kullanildi (Dako, S3025). Negatif kontrollere sadece

birincil antikor yerine % 1.5’lik FBS igeren PBS konulmus, bu adimin disindaki tiim prosediir

30



aym sekilde uygulanmistir. Degerlendirmeler ve fotograf ¢ekimleri 1s1k mikroskobu

araciligiyla yapilmistir.

Immunfloresans

Yukarida anlatildigi sekilde ikinci antikor asamasina kadar islemler ayni sekilde
yapilmustir. PBS ile yikamalarin ardindan FITC konjuge anti mouse (Chemichon, AP124F )
sekonder antikoru % 1.5’lik FBS iceren PBS’ de 1/500 diliisyonda 30 dakika boyunca nemli
ve 1siksiz ortamda inkiibe edilmistir. Ardindan lameller PBS ile 30 dakikada 5-6 sefer
yikanarak cekirdek boyamasi i¢in 45 saniye 0.1 pg/ml konsantrasyonda (zit boyama ig¢in)
DAPI igerisinde tutulmustur. PBS ile 2-3 sefer yikanip floresans mounting medium (Dako,
S3023) kullanilarak lamlar {izerine kapatilmistir. Negatif kontrollere sadece birincil antikor
yerine % 1.5°lik FBS igeren PBS konulmus, bu adimin digindaki tiim islemler ayni sekilde
uygulanmustir. Gorlintiiler degerlendirmeleri ve fotograf c¢ekimi epifloresans mikroskop
(Nicon Eclipse E600) kullanilarak yapilmis ve Macprobe (PCI Sientific Systems, USA)

software sistemiyle degerlendirilmistir.

3.9.Yara lyilesmesi testi ile Hiicre Hareketliginin Tespiti

Hiicreler 10 x 10" olacak sekilde 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarma % 10 FCS’li
ortamda ekilip, % 70 yogunlukta olduklarinda pipet ucuyla yara olusturulup yiizeyden kalkan
hiicreler PBS ile yikanmis, inhibitorlii ve normal olan yeni ortamlar konulmustur. 12-16 saat
sonra yara bolgesine goc eden hiicrelerin durumunu gézlemlemek i¢in fotograf gekilmistir.
Ardindan PBS ile yikanip soguk metanol ile fiske edilmis ve % 0.2°lik kristal viyole ile
boyanmis ve faz kontrast mikroskobunda fotograflari ¢ekilmistir. Deneyin akis semasi

asagidaki gibidir.

31



Hiicre ekimi

!
% 70 yogunlukta yara olusumu
l
PBS’le yikama ve yeni ortam konulmasi
!
X saat sonra PBS ile yikama
!
Metanolle tesbit
!
Kristal viyole ile boyama
!
Goriintiileme

32



BULGULAR

3.1. HCC Hiicre Dizilerinde Kendiliginden Aktif PI3K/Akt Yolaginin Belirlenmesi

3.1.1. Serum Aglig1 Kosullarinda Uretilen Hiicrelerde Bazal P-Akt Proteinin Varlig

Serum agliginda {iretilen HCC hiicrelerinde PI3K/Akt sinyal yolaginin aktif olup
olmadigina bakmak amaciyla bu hiicrelerden elde edilen total hiicre lizatinda P-Akt proteininin
varligina western blotlama yontemi ile bakildi. Buna gore, incelenen 9 HCC hiicre dizisinden
yalnizca 3 tanesinde (Mahlavu, SNU-475, SKHep-1) dikkat ¢ekici diizeyde P-Akt proteinine
rastland1 (Sekil 3.1). Hiicrelerin iiretilme kosullarinda sinyal yolaklarini uyarici higbir etken
olmadig1 i¢in, bu deney sonucu bize bu hiicrelerin PI3K/Akt yolagimi uyaran faktorleri

kendiliginden salgilayabilme 6zelliginde olduklarini diisiindiirdii.

~ ] L=
R 9 o ¥
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P-Akt
Akt
Kalneksin

Sekil 3.1. Serumsuz ortamda HCC hiicre hatlarinda P-Akt protein seviyesi
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3.2. HCC Hiicre Dizilerinde Serum ya da Biiyiime Faktorleri ile PI3K/Akt Sinyal Yolaginin

Uyarilmasi

3.2.1. Serum Igeren Kosullarda Uretilen Hiicrelerde P-Akt Proteinin Varlig

Western Yontemiyle Belirlenen P-Akt Proteinin Varlig

HCC hiicre dizilerinin normal kiiltiir kosullarinda, baska bir deyisle, % 10 FCS igeren
ortamda iiretilmelerinden sonra elde edilen hiicrelerden hazirlanan protein lizatlar1 kullanilarak,
serum uyarimi ile PI3K/Akt yolagi aktivasyonunu incelemek {iizere, P-Akt diizeyine western
blotlama yontemiyle bakildi. Bu deneyin sonucunda, kendiliginden aktif olan Mahlavu, SNU-
475, SK-Hep1 hiicrelerine ek olarak, SNU-449, Hep40, HepG2 hiicreleri farkli seviyelerde fakat
diger hiicrelere gore oldukga fazla miktarda P-Akt proteini icerdigi gézlemlendi (Sekil 3.2).

P-Akt

Akt

Kalneksin

Sekil 3.2. %10 FCS’ li ortamda HCC hiicre hatlarinda P-Akt protein seviyesi
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Immunoboyama Yéntemleri ile Belirlenen P-Akt Proteini

Western blotlama yontemiyle belirlenen P-Akt proteinin varligi, aymi kosullarda HCC
hiicre hatlarinda immiinfloresan ve immiinositokimya yontemleri kullanarak dogrulanmistir.
Sekil 3.3’de serum varliginda SK-Hepl, Sekil 3.4°’de Mahlavu hiicrelerinde sirasiyla
immunositokimya ve immiinofloresan yontemiyle, negatif kontrole gére hem sitoplazmik hem de

cekirdekte pozitif olan P-Akt proteini gosterilmistir.

Sekil 3.3 SK-Hepl hiicrelerinde serum varliginda P-Akt immunoboyamasi a-negatif

kontrol, b- P-Akt boyamasidir. Zit boya olarak DAPI kullanilmustir.
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Sekil 3.4. Mahlavu hiicrelerinde serum varliginda P-Akt immunoboyamasi
a-Immiinositokimya negatif kontrol, b- Immiinositokimya P-Akt boyamasidir. Zit boya
olarak hematoksilen kullanilmistir.

¢- Immiinfloresan negatif kontrol d- Immiinfloresan P-Akt boyamasidir. Zit boya olarak

DAPI kullanilmistir

3.2.2. Hepatosit Biiytime Faktorii (HGF) Uyarilmasi ile PI3K/Akt Aktivasyonu

9 HCC hiicre dizisinde, %10 FCS’li, serumsuz, ve 40ng/ml HGF igeren serumsuz
ortamda 24 saat iiretilen hiicrelerden elde edilen protein lizatlarinda P-Akt protein diizeyindeki
degisimlere bakild1 (Sekil 3.5). Bu deney kosullarinda SNU-398 ve Hep40 de P-Akt proteinine
hi¢ rastlanmadigr icin incelemeye alinmadi. Sonu¢ olarak burada, PLC ve SNU 475
hiicrelerindeki PI3K/Akt sinyal yolag1 aktivasyonu fakli kosullardan etkilenmezken, HepG2,
SKHepl, Huh7 ve Mahlavu hiicrelerinin iireme kosullarindan serum cikarildiginda beklenen
sekilde, bu yolagin aktivasyonunda yani bunun gostergesi olarak P-Akt protein diizeyinde azalma
gozlenmistir. Yine etkilenen bu hiicrelerde, buna HGF uyarimi yapildiginda beklenen sekilde
PI3K/Akt sinyal yolag1 aktivasyonu ve bunun gostergesi olarak P-Akt protein diizeyinde ¢ok net
bir artis gorilmiistiir. PLC ve SNU 475 hiicrelerinde HGF reseptorii olan c-met transkriptleri
oldugu halde (N. Atabey veri) biiylime faktorii uyarimi ile IP3K/Akt yolagi aktivasyonunun

etkilenmemesi dikkat ¢ekicidir.
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(@ (b) (©)

FCS + - - FCS + - - FCS + - -
BSA - + - BSA - + - BSA - + -
HGF - - + HGF - - + HGF - - +

PLC
Huh7

HepG2 _
snuars

SKHepl

Mahlavu

Sekil 3.5. Farkli kosullarda iiretilen HCC hiicre dizilerinde PI3K/Akt yolag1 aktivasyonu a-
Tiim hiicre dizilerinde P-Akt proteini b- Esit yilikleme kontrolii i¢in kalneksin proteini c- Akt

proteini

Bu verilerin 1s18inda  HCC hiicre hatlarinin  farklilasma derecelerini ve PI3K/Akt
yolaklarinin aktivasyon durumunu bir tabloda 6zetleyecek oldugumuzda farklilasma diizeyi zayif
olan hiicre hatlarinda digerlerine gore daha yiiksek PI3K/Akt yolak aktivasyonu varlig

gozlemlenmistir.
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Tablo.3.1 Hepatoselliiler karsinoma hiicrelerinde PI3K/Akt

farklilasma dereceleri

HCC  hiicre | Serumsuz | Serumlu | Farkhlasm
hatlar ortam ortam a diizeyleri
MV ++++ ++++ Zayif

SNU 475 +++ +++ Zayif
SK-Hepl ++ ++ Zayif
HepG2 (+/-) - fyi

SNU 449 (+/-) +/- Zayif
Hep40 - +/- Iyi

Huh7 - +/- Iyi

PLC - - Iyi

SNU 398 - - Iyi

sinyal yolag1 aktivasyonu ve

3.2.3. Mahlavu ve SNU-449 Hiicrelerinde HGF ya da Epidermal Biiylime Faktoriiyle (EGF)

uyarilmasi ile PI3K/Akt Aktivasyonu

%10 FCS’li, serumsuz, 15 dakika 40ng/ml HGF uyarimli ya da 5 dakika 10ng/ml EGF

uyarimli serumsuz ortamlarda, 48 saat iiretilen Mahlavu ve SNU-449 hiicrelerinde PI3K/Akt

yolagiin aktivasyonundaki degisimler incelenmistir. Sekil 3.6’da gosterildigi gibi bu deneyin

sonucunda iki hiicre dizisinde de ortamda serumun olmamasin P-Akt seviyesinde azalmaya neden

oldugu, her iki biiyiime faktoriiniin de sinyal yolagi aktivasyonunu ve buna bagl olarak P-Akt

seviyesini arttirdigir bulunmustur. Mahlavu hiicreleri daha dnceki deneylerimizde gosterdigimiz

gibi, kendiliginden PI3K/Akt aktivasyonu saglayacak yapida olduklarindan serumsuz ortamda P-
Akt seviyesi SNU-449 hiicrelerindeki kadar azalmazken, SNU-449 hiicrelerinde de EGF uyarimh

ortamda P-akt seviyesi Mahlavu hiicrelerindeki kadar artmamustir.
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Mahlavu SNU-449

EGF - - - F - - - F
HGF - -+ - - T
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Sekil 3.6. Mahlavu ve SNU-449 hiicre dizilerinde FCS, HGF ve EGF’in P-Akt protein

miktar1 lizerine etkisi

3.3. PI3K/AKT yolaginin 6zgiin inhibitor, .LY294002 ile baskilanmasi

3.3.1. Mahlavu Hiicrelerinde Doza Bagimli Olarak P-Akt Diizeyinde Azalma

HCC hiicrelerinde, PI3K/Akt yolaginin 6zgiin inhibitoérii olan LY294002’nin doza bagiml
etkisini belirlemek tizere, farkli dozlarda inhibitor kullanilarak normal kosullarda 24 saat, bazal
kosullarda 48 saat iiretilen kendiliginden aktif Mahlavu hiicrelerinde P-Akt diizeyindeki
degisimlere bakildi. Deneylerde kullanilan doz araliklarina, HCC’ler i¢in toksik dozun
belirlendigi 6n optimizasyon deneylerine (veri gosterilmedi) ve literatiir verilerine gdre karar
verildi (28-35). Buna gore Mahlavu hiicrelerinde LY294002’nin doza bagimli olarak 24 ve 48
saatte FCS’li ve FCS’siz ortamda 25uM diizeyinde P-Akt seviyesinde belirgin azalmaya neden
oldugu gozlemlenmis olup bundan sonraki deneylerde bu araliklarda inhibitér kullanimi uygun

gorilmiistiir.

39



Mahlavu
FCS (+) 24 saat

Mahlavu
FCS (—) 48 saat

P-Akt

Kalneksin

Sekil 3.7 Mahlavu hiicre dizisinde LY294002’nin P-Akt seviyesi iizerine doz bagimli etkisi

3.3.2. Bazal ve HGF ile Uyarilarak PI3K/Akt Sinyal Yolagi Artirilmis Huh7 ve SNU-449

Hiicrelerinde LY294002 Kullanilarak P-Akt Diizeyinin Azaltilmasi

Huh7 ve SNU-449 hiicre dizileri sirasiyla %10 FCS’li, %1 BSA’li, %1 BSA + HGF’li, %l
BSA’l1 ve inhibitorlii, %1 BSA’li + HGF + inhibitorlii ortamlarda 48 saat boyunca biiyiitiilmiis

ve protein izolasyonundan hemen 6nce HGF ile indiiklenecek olan kosullar 40ng/ml HGF ile 15

dakika boyunca indiiklenip, protein izolasyonu yapilmistir. Sekil 3.8°de gosterildigi gibi Huh7 ve
SNU-449 hiicrelerinde HGF uyarimi ile artmis olan PI3K/Akt aktivasyonu, LY294002 inhibitorii

ile baskilanmustir.
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Sekil 3.8 Huh7 ve SNU-449 hiicre dizilerinde LY294002 ve HGF’in ayr1 ayr1 ve birlikte P-

Akt lizerine etkileri

3.4. PI3K/AKT yolagmin 6zgiin inhibitor, 1. Y294002 ile baskilanmasinin Hiicre Biyolojik

Davramslari Uzerine Etkileri

3.4.1. PI3K/Akt Inhibisyonunun HCC Hiicrelerinde Proliferasyonu Farkli Diizeylerde

Azaltmasi

HCC hiicre dizilerinde 24 ve 48 saat LY294002’nin proliferasyondaki etkisine bakmak
amaciyla, BrdU inkooperasyon yontemi ile bolinen hiicre sayisindaki degisim
degerlendirilmistir. HepG2 ve SNU-398, Hep40 hiicre dizilerinde teknik nedenlerden dolay1 bu
yontem uygulanamadigindan Huh7, Mahlavu, SNU449, SNU475, PLC, SKHepl hiicreleri
kullanilmistir.

Buna gore, HCC hiicrelerinde PI3K/Akt sinyal yolagi inhibisyonu, farkli diizeylerde

olmakla birlikte, ¢6ziicli ve normal kontrolleri ile kiyaslandiginda ortalama %50 civarinda
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boliinen hiicre miktarinda ya da baska bir deyisle hiicre proliferasyonun da azalmaya neden

olmustur. En belirgin azalma ise 24 ve 48 saatte SKHep-1 hiicrelerinde gerceklesmistir (Sekil 3.9

ve Sekil 3.10).

2 saat LY inhibisyonunun proliferasyon tizerine etldsi

160
B 140 B SKHepl
E 1201 W
E 100 0O S449

&),

:E oy 0 S475
3 40 T | HUH7
H Tl o
0 : :
DVEM 1 DVBOI LY 1
kosullar

Sekil 3.9 Serum varliginda 24 Saatlik 25um LY294002 inhibisyonunun hiicre

proliferasyonuna etkisi

48 saat LY inhibisyornurnun proliferasyon ilizerine etldsi

140
B 120
:E 100 1 T

&),7 | T
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& 20
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O SKHepl
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0 S449
05475
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Sekil 3.10 Serum varliginda 48 Saatlik 25uM LY294002 inhibisyonunun hiicre

proliferasyonuna etkisi
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3.4.2. PI3K/Akt inhibisyonunun Mahlavu Hiicrelerini G1 Evresinde Durdurmasi

Mahlavu hiicre dizisinde 24 ve 48 saatlik deney setinde LY294002 inhibitoriiniin 25 ve
50uM’lik iki konsantrasyonu kullanilip DNA Prep. Coulter Reagents kitiyle FACS analizi
yapilmustir. Inhibitériin her iki konsantrasyonu 24 ve 48 saatte GO/G1 fazinda birikme yaratirken

sentez fazina giren hiicre sayisinda azalmaya neden olmustur.

M saatte LYnin hiicre dongiisine etkileri

45 =
40 ==
j | a
B GofG1
E 251 os
2] 0 Gom

15
107

o L
24hDMVEM 24hDMSO 24hDMBO 24hLY 25 24hLY 50
25 50

losullar

Sekil 3.11 Serum varliginda tiretilen Mahlavu hiicrelerinde LY294002’nin 24 saatte hiicre

dongiisii tizerine etkileri

48 saate LY nin hiiare donglisine etkileri

50
45

—

40 — ==

35 -

Apoptotik
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48hDMVEM 48hDVBO 48hDMSO 48hLY 25 48hLY 50
25 50

kosular

Sekil 3.12 Serum varliginda iiretilen Mahlavu hiicre dizisinde LY294002’nin 48 saatte

hiicre dongiisii tizerine etkileri
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3.4.3. PI3K/Akt Inhibisyonunun SNU449 Hiicrelerinde Doz Bagimli Olarak Canlihig

Azaltmasi

SNU-449 hiicre dizisi ile 48. saatte CellTiter 96 AQ One Solution Cell Proliferation kitiyle

yapilan hiicre canlilik analizinde 25 pM’lik dozun, biyolojik yanit ¢calismalari i¢in uygun oldugu

50 uM’lik dozun ise hiicre canliligini ¢ok azalttigindan toksik geldigi gézlemlenmistir.

48 Saatlik LY Dozu-Hiicre Canlihig:

140
120
100
80
60 -
40 +
20

S/ccarh hire

100

112
Ew

1_1_3

13

=1

RPMEF10 Dmso-10 LY-10 Dmso-25 LY-25 Dmso-50 LY-50

Sekil 3.13 Serum varliginda iretilen SNU-449 hiicrelerinde LY294002’nin farkli dozlarda

canlilik lizerine etkisi
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3.4.4. PI3K/Akt Inhibisyonunun SNU-449 Hiicrelerinde Doz Bagimli Olarak Hiicre

Oliimiinii Arttirmast

SNU-449 hiicre dizisi ile 48. saatte CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay
kitiyle yapilan hiicre 6liimii analizlerinde her iki dozunda hiicre 6liimiinii ¢ok fazla etkilemedigi

gozlemlenmistir.

48seek LY dozu Hicre dlinmii
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T T T T T
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Sekil 3.14 Serum varliginda iretilen SNU-449 hiicre dizisinde LY294002’nin farkli

dozlarda hiicre o0limil lizerine etkisi
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3.4.5. PI3K/Akt Yolagimin Hiicre Hareketliligine Etkisi

HCC hiicre dizilerinin normal kiiltiir kosullarinda, baska bir deyisle, % 10 FCS igeren
ortamda iretildiklerinde yara olusumundan 48 saat sonraki yara kapatma dereceleri
gozlemlenmis(Sekil gosterilmedi) ve tablo 3.2°de goriildiigii gibi P-Akt seviyesi ile hiicre

motilitesi arasinda bir korelasyon bulunmustur.

Tablo 3.2. Hepatoselliilar karsinoma hiicrelerinde IP3K/Akt sinyal yolag: aktivasyonu ve

hiicre motilitesi

HCC hiicre | Serumlu | Hiicre
hatlar ortam motilitesi
P-Akt
proteini

MV ++++ ++++

SNU 475 +++ +++
SK-Hepl ++ ++

HepG2 + -

SNU 449 +/- +

Hep40 +/- -

Huh7 +/- -

PLC - incelenmedi
SNU 398 - -
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SNU-475 Hiicrelerinde PI3K/Akt Inhibisyonunun Hareketliligi Durdurmasi

SNU-475 hiicre dizisinde 24 saatlik yara olusumu deneyi yapilmis ve yara olusumundan

sonra inhibitor eklenmistir. Sekil 3.15°de gosterildigi gibi 24 saatin sonunda kontrole gore

yaranin kapanmadigi gézlemlenmistir.

Sekil 3.15 SNU-475 hiicre dizisinde 25uM LY?294002 yara iyilesmesini iizerine etkisi
a-Inhibitdrsiiz ortamdaki SNU-475 hiicreleri b- Inhibitérlii ortamdaki SNU-475

hiicreleridir.

PI3K/Akt  Aktivasyonunun Hiicre Hareketliligini Artirmasi ve Aktiflenmis Yolagin
Inhibisyonunun SKHep-1 ve SNU449 Hiicrelerinde Hareketliligi Durdurmasi

Deney setinde yara olusturulduktan sonra SKHepl ve SNU449 hiicreleri, serumlu,
serumsuz, serumsuz ortamda HGF ile birlikte ve serumsuz ortamda HGF ve de LY294002
inhibitoriiyle birlikte 24 saat biiyiitiildiiklerinde, Sekil 3.16’da goriildiigii gibi serum varliginin
hiicre hareketliligini az miktarda etkiledigi, HGF varliginda ise bu etkinin biraz daha arttig1, LY

inhibitorii kullaniminda ise HGF’in etkisinin baskilandigi gosterilmistir.
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Sekil 3.16 SKHep-1 ve SNU449 hiicre dizilerinde serum ve HGF ve HGF ile birlikte 25pM
LY294002 varliginin yara iyilesmesini iizerine etkisi
a-Serumsuz ortamdaki b-Serumlu ortamdaki ¢-HGF’li ortamdaki d-HGF ve LY
inhibitdriiniin birlikte bulundugu ortamdaki SKHep-1 hiicreleridir.
e- Serumsuz ortamdaki f- Serumlu ortamdaki g- HGF’li ortamdaki 1- HGF ve LY
inhibitoriiniin birlikte bulundugu ortamdaki SNU449 hiicreleridir.
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TARTISMA

PI3K/Akt sinyal yolagi, hiicre sag kalimi ve proliferasyon, dolayisi ile tiimdr gelisiminde
onemli bir yere sahiptir. Cesitli kanser tiplerinde, bu yolagin ara mesajcist olan ve Akt
onkogeni olarak da taninan protein kinaz B (PKB/Akt) asir1 aktif hale ge¢mektedir.
Hepatosellular karsinoma gelisim siirecinde PI3K/Akt sinyal yolagimin aktivasyonu ya da
bunun hiicreye etkileri tlizerine yapilan ¢aligmalar olduk¢a sinirlidir. Buna ragmen, HCC’de
kontrolsiiz aktivasyonu saglayabilecek IGF dongiisii bozukluklarina yaklasik % 30 oraninda
(36, 37) yine PI3kinaz inhibit6rii olan pTEN’deki mutasyonlar % 27 oraninda (9), delesyon ve
promotor aktivite kayiplarina da siklikla (9, 10, 11, 12, 13, 14) rastlanmasi bu yolagin
hepatokarsinogenez siirecindeki dnemine isaret etmektedir. Buna ek olarak bir calismada (38)
tedavi amach rezeksiyon sonrasinda PKB/Akt aktivasyonunun gostergesi olan Akt
fosforilasyonunun, rekiirrens i¢in énemli bir risk faktorii oldugu bildirilmistir. Sonug olarak,
HCC PI3K/Akt yolaginin aktif olup olmadiginin belirlenmesi ve bu yolak inhibisyonu ile
kanser hiicre davraniglarinin nasil etkileneceginin anlagilmasi 6zellikle son yillarda bu yolagin
herhangi bir basamagina karsi {retilen ¢ok 0zglin inhibitérlerin HCC tedavisinde
kullanilabilme gegerliligine katkida bulunacaktir (38, 28, 26, 29, 31).

Temel olarak bu ¢alismada HCC hiicre dizilerinde PI3K/Akt sinyal yolaginin énemini
aydinlatmak amaclanmistir. Bu amagla yolagin aktivasyonu halinde artan serine 473’den
fosforile Akt (P-Akt) proteinin varligina western blotlama ve immunoboyamalarla incelenmesi
yontemleri benzeri ¢caligmalarda da 6zgiin olmas1 nedeniyle tercih edilmektedir (38, 28, 26, 39,
40, 41).

Calismamizda kullanilan 9 HCC hiicre dizisinde 3 tanesinde (Mahlavu, SK-Hepl ve
SNU475) bu yolagin kendiliginden aktif oldugu belirlenmistir. Mahlavu ve SNU475
hiicrelerinde gozlemlenen asir1 aktivasyonu agiklayabilen mekanizmalardan birinin, bu
hiicrelerde negatif diizenleyici olan pTEN’in bulunmamasi (M.Oztiirk yaymlanmans veri)
oldugu diisiiniilmektedir. Yine 4 HCC hiicresinde bazal kosullarda kendiliginden aktif olarak
nitelendirdigimiz hiicrelere oranla olduk¢a az aktivasyonun goriildiigii hiicrelerde (HepG2,
SNU 449, Hep40, Huh7) serum ya da biiyiime faktorii uyarimi ile aktivasyon diizeyinin artmasi
ve inhibitorle azaltilmasi, bu yolagin HCC’lerde biiyiik oranda farkli seviyelerde aktif ve
diizenlenebilir oldugunu gostermistir. Huh7, SNU-475 ve SKHepl hiicrelerinde total Akt

protein diizeyinin serum yoklugunda ve HGF uyariminda degismemis oldugu gézlemlenmistir.
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Bununla beraber MV, Huh7, PLC, HepG2 ve SNU-449 hiicrelerinde total Akt protein diizeyi,
serum yoklugunda ve HGF uyariminda degismistir.

PI3K/Akt yolag:r aktivasyonunda gozlemlenen artis, Ozellikle prostat, meme ve
yumurtalik kanserinde de ¢esitli gruplarca bildirilmis olup yine bunlardan hasta dokularinda
yapilan ¢alismalarda bu artisin timor derecesi, asamalart ve kotii prognozla siki bir baglanti
icerisinde oldugu gosterilmistir (9, 40, 41, 42, 51). Buna ek olarak farkli calismalarda
PI3K/Akt devamli ya da kontrolii aktivasyonunun meme, glioblastom, kolon kanserinde ve
hepatoselliiler karsinomada proliferasyonu arttirdig1r (43, 42, 44, 45) ve sitoplazmik p27
birikimini devaminda G1 hiicre durmasini ortadan kaldirdigi (46) bulunmustur. Bunun yaninda
PI3K aktiflenmesiyle yapisma bagimsiz biiylimenin artigin1 gosteren caligmalar da mevcuttur
(50). Bunun tersi olarak PI3K/Akt yolagi inhibisyonu ile bir¢ok arastirmaci, kanser
hiicrelerinin ¢esitli asamalarda tiimorojenik 6zelliklerini inhibe etmeyi basarmistir. Kolon
adenokarsinoma  hiicrelerinde =~ PI3K  inhibitérii =~ wortmannin  kullanilarak ~ P-Akt’1
baskiladiklarinda yapisma bagimsiz biiylimenin ve yumusak agarda koloni olusumunun
azaldig1 gosterilmistir. (41). Baska bir ¢alismada hematopoetik hiicre hatlarinda PI3K 6zgiin
inhibitorii LY294002 kullanildiginda hiicre canliliginin azaldigi ve apoptozda artig oldugu
gosterilmistir (30). Yumurtalik hiicre hatlariyla yapilan bir diger ¢aligmada PI3K spesifik
inhibitéri LY294002 kullaniminin proliferasyon inhibisyonu ve hiicre dongiisiinde G1
asamasinda duraklama yarattig1, bu duraklamanin ise cycD1, CDK4,CDC25, p21 inhibisyonu
ve pl6 aktivasyonu ile PI3K/AKT/mTOR iizerinden oldugu bulunmustur (47). PI3K/Akt
inhibisyonunun timor hiicre proliferasyonlar1 {izerine bildirilen bu sonuglara benzer olarak
bizim c¢alismamizda, yine literatiirde ¢ogunlukla inhibisyon i¢in tercih edilen LY294002
maddesini kullanarak HCC hiicrelerinde boéliinen hiicre sayisinda ve/veya proliferasyonda
azalmaya rastlanmistir. Bir diger bulgu olarak PI3K/Akt aktivasyonu yiiksek olan Mahlavu
hiicrelerinde gozlemlenen G1 evresindeki durma, HCC’ler i¢in daha once bir ¢alismada
bildirilmistir (28). HCC hiicre hatlariyla yapilan bir ¢alismada Akt yolaginin metastatik
molekiilleri ve metastatik fenotipi artirdigi ortaya konmustur (48). PI3K/Akt yolaginin
metastasla iligkisini aydinlatmak icin yapilan Nakanishi ve ark. 2002 yilinda yaptig1 calismada,
bes HCC hiicre hattinin P-Akt diizeylerine incelenmis ve yumusak agarda kloni olusturma ile
P-Akt diizeyleri arasinda siki bir baglanti bulunmustur. Bunlar arasinda en yiiksek P-Akt
diizeyine sahip olan hiicre hatt1 LY294002 inhibitdrii ile muamele edilince koloni olusturma

potansiyeli azalmis ve hiicreler hiicre dongiisiiniin G1 asamasinda duraklamislardir (28).
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PI3K/Akt yolagi direk inhibisyonunun HCC hiicrelerinde hiicre hareketliligi iizerine
engelleyici etkisi ise ¢alismamizda ilk kez bildirilmis olmasina ragmen bu yolagin hiicre
motilitesindeki bilinen etkileri sinirhdir. Wang ve ark.’lerin 2004 yilinda yaptiklar bir
calismada HepG2 hiicrelerinde HGF receptorii olan c-Met’i inhibe ederek invazyonda azalma
oldugu gosterilmisse de bu etkinin Akt ya da ERK1/2 iizerinden oldugu kesin degildir (35).
Akt EGF, HGF, IGF, insiilin gibi ¢esitli faktorlerin reseptor uyarimlari ile aktive oldugundan
ve bu uyarimlarin bagka bir¢ok molekiilii aktive etmesinden dolay1 hiicre davranisindaki
biyolojik yanitlarin direk Akt bagimli oldugunun belirlenmesi 6nemlidir. Bu agidan literatiirii
inceleyecek olursak son yillarda PI3K ve Akt aktivitesini negatif etkileyen pTEN’in hiicre
go¢ii ve hiicre polaritesi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (32, 33). Yine kanser hastalarinda
yapilan klinik caligmalar da Akt ekspresyonu artmis tiimdre sahip olanlarin daha invazif ve
kotii prognozla ilintili metaztatik 6zellikte hastaliklara sahip olduklari bildirilmistir (20, 34,
49). Tiim bunlar Akt’in kendi bagina hiicre gocli ve invazyonunda bulundugunu isaret etse de
molekiiler diizeyde nasil hiicre ic¢i iskeletini ve boylelikle hareketliligi diizenledigi

bilinmemektedir.
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SONUC VE ONERILER:

Yukarida sunulan bulgularin 1s183inda, HCC hiicrelerini baglica 3 ana gruba toplamak

miimkiin olacaktir (Tablo 5.1).

1. Kendiliginden (konstitiitif) aktif PI3K/Akt sinyal yolagina sahip olanlar; MV, SNU-475 ve
SK-Hepl. Bu sonucu MV ve SNU-475 hiicreleri i¢in, PI3K/Akt yolaginin negatif

diizenleyicisi olan pTEN proteininin bulunmamasi (M.Oztiirk veri) agiklayabilmektedir.

2. Kendiliginden aktif olmayan, fakat serum ve biiylime faktorii etkisiyle indiiklenebilenler;
HepG2, SNU 449, Hep40, Huh7. HepG2 hiicrelerinde HGF uyarmmu ile olusan Akt yolag:
aktivasyonundaki artis dikkat cekici sekilde olmast bu hiicrelerde HGF reseptorii olan c-
Met’in ¢ok yiiksek oranda eksprese olmasi (N. Atabey veri) ve embryonik kokenli

hepatoblastom olmasi ile agiklanabilmektedir.

3. PI3K/Akt aktivasyonu olmayanlar; PLC ve SNU 398. HGF ile indiiklenemeyen SNU 398
hiicre dizisinde IGF uyarimi denenmis ve P-Akt seviyesinde bir artis yine
gozlenememistir(veri gosterilmemistir). Bu hiicrelerde pTEN ekspresyonunun diger hiicre
dizilerindekine oranla c¢ok fazla olmasi ve yine bu hiicrelerde c-met’in bulunmamasi

PI3K/Akt yolaginin aktif olmamasini ve HGF ile indiiklenememesini aciklayabilmektedir.
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Tablo 5.1. Hepatoselliilar karsinoma hiicrelerinde IP3K/Akt sinyal yolagi aktivasyonu

inhibisyonu ve inhibisyonun hiicre biiyiimesine etkisi

HCC | Serumsuz | Serumsuz | Serumlu | Serumsuz | Farkhilasma | pTEN Serum +

hiicre | ortam + HGF | ortam + HGF + | statiileri ekspresyonu | LY29004

hatlar: ortam LY29004 (protein)* ortamda
hiicre
biiyiimesinde
durma**

MV -+ -+ 4 Incelenmedi | Zay:1f - var

SNU | +++ +++ +++ Incelenmedi | Zayi1f - var

475

SK- e +++ ++ Incelenmedi | Zayif e var

Hepl

HepG2 | (+/-) 4 + Incelenmedi | Iyi + ke

SNU (+/-) + +/- +/- Zayif +++ var

449

Hep40 | - +/- +/- Incelenmedi | lyi ++ incelenmedi

Huh7 |- +/- +/- - Iyi ++ var

PLC - - - Incelenmedi | lyi + var

SNU - kK - Incelenmedi | lyi -+ ok

398

* Prof. Dr. M. Oztiirk yayinlanmamuis veri

** BrdU deneyi ile gosterilmistir 24 ve/veya 48 saatlik uygulamalar denenmistir.

*#* Hiicre biiylime sekilleri teknik olarak yonteme uygun olmadigindan yapilamadi

(+/-): Sadece 120ug protein yiiklendiginde

*#%% SNU 398 hiicrelerinde c-met transkripsiyon diizeyinde bulunmadigindan (Prof. Dr. N.

Atabey yaymlanmamis veri) bu hiicrelerde HGF yanit1 olmamasini1 dogrulamaktadir.

Total Akt protein diizeyinin serum yoklugunda ve HGF uyariminda MV, Huh7, PLC,

HepG2, SNU-449 hiicrelerinde degismesi ve Huh7, SNU-475, SKHepl hiicrelerinde

degismemesini aydinlatmak iizere ¢caligmalarimiz devam etmektedir.

Bu veriler dogrultusunda yolagin PI3K spesifik inhibitor ile baskilanabildigi ve bu

baskilanmanin, HCC hiicrelerinde bdliinen hiicre sayisini ve/veya proliferasyonu azalttigi

gozlemlenmistir. Bu verilere ek olarak PI3K/Akt yolag1 baskilanmasinin hiicre dongiisiinde
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G1 de duraklamaya neden oldugu ve HCC hiicrelerinde hiicre motilitesi iizerine engelleyici

etkisinin var oldugu ortaya konmustur.
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