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OZET

Epitelyal-mezenkimal ge¢is (EMT), kanser metastazina neden olan temel
mekanizmadir. Bu siirecte, ekstraseliller matriks (ECM) proteinlerinin  ya
degradasyonu ya da ekspresyonlarinin baskilanmasi tiimor hiicrelerinin hareketi ile
sonuglanir. EMT’de tiimor hiicrelerinin invazyon oranina bagli olarak kanserle
iligkili 6liim oranlar1 artar. Bu 6liimlerin biiyiik bir cogunlugu (yaklasik olarak % 90)
kanser metastazi ile iligkilidir. Son zamanlarda tanimlanan ve bazik Heliks-Loop-
Heliks (b-HLH) yapisal 6zelligi gdsteren bir transkripsiyon faktorii olan TWISTI,
ECM ana elemanlarindan olan E-Kaderin transkripsiyonunu baskilamasi nedeniyle
EMT ile iliskilendirilmistir. TWIST1 ekspresyon artisina bagli olarak EMT ve kanser
metastazr artmaktadir. TWIST1’in EMT siireci ile iligkisini bilmemize ragmen
aktivasyon mekanizmasi hakkindaki bilgilerimiz simirhidir. TWIST1in protein
dizisini inceledigimizde RxRxxS/T konsensus motifi yapisinda 3 adet AKT
baglanma bolgesini belirledik. Insan TWIST1 yapisinda bunlar Ser42, Trel21 ve
Ser123 amino asitleridir. Calismamizda, doku 6zgii biiyiime faktorleri ile aktive
edilen AKT nin belirlenen amino asitlerden TWIST1i fosforile ettigini gosterdik.
Bu amino asit rezidularinin anlamliligini belirlemek icin ilgili amino asitleri fosforile
olamayan Alanin ve fosforilasyonu taklit eden negatif yiiklii Gutamik asid formlarina
cevirdik. Alanin mutantlar1t TWIST1’1 inaktive ederken Glutamik asid mutantlari ise
aktive etmektedir. Elde ettigimiz sonuglara gore; TWIST1, AKT tarafindan fosforile
edilmektedir ve bu fosforilasyon aktivasyonu icin gereklidir. Ongoriildiigii gibi
aktive olan TWIST1 E-Kaderin transkripsiyonunu baskilarken N-Kaderin ve
Vimentin ekspresyonlarini ise indiikler. Sonug olarak, TWIST1 aktivasyonu AKT
tarafindan fosforilasyona ihtiya¢ duyar ve bu durum EMT regiilasyonu igin
gereklidir.

Anahtar Kelimeler: AKT/PKB, TWISTI, Epitelyal Mezenkimal Transisyon (EMT).



ABSTRACT

Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT) is a major mechanism that causes
cancer metastasis. In this process, proteins of extracellular matrix (ECM) are either
degraded or their expression is supressed resulting in mobilization of tumor cells.
Depending on tumor dissemination, cancer associated mortality rates increases with
EMT. The majority of deaths (about 90%) associated with cancer are due to the
metastasis. Recently discovered transcription factor TWIST, a transcription factor
with bHLH motif, is tightly associated with EMT because of its ability to repress
transcription of E-Cadherin, a major constituent of ECM. Therefore, increased
expression of TWIST1 contribute to EMT and cancer metastasis. Although, we know
the involvement of TWIST1 in EMT, little is known about the mechanism of
activation of TWIST1. By searching the amino acid sequence of TWIST1 we have
found 3 conserved AKT/PKB phosphorylation sites in the consensus RxRxxS/T
motif. These sequences are Serd2, Thr121, and Ser123 in human TWISTI. In our
study, we showed that AKT is activated by tissue specific growth factors and
phosphorylate TWIST1 at indicated sites. To further analyse the significance of
phosphorylation of these sites, we converted above residues to unphosphorylatable
Alanine or phosphorylation mimicking negatively charged Glutamic acid. Alanine
mutants of TWIST1 turn out to be inactive whereas Glutamic acid mutants are
active. Our results indicate that TWISTI is phosphorylated by AKT and this
phosphorylation is required for its activation. As anticipated, activated TWIST1
respresses the transcription of E-Cadherin while inducing the expresssion of N-
cadherin and Vimentin. In conclusion, TWIST1 activation requires phosphorylation
by AKT and this is necessary for TWIST1-regulated EMT.

Keywords: AKT/PKB, TWISTI1, Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT).
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SIMGELER ve KISALTMALAR

EMT : Epitelyal Mezenkimal Gegis (Epithelial Mesenchymal Transition)
PKB : Protein Kinaz B (Protein Kinase B)
EGF : Epidermal Biiyiime Faktorii (Epidermal Growth Factor)
EGFR : Epidermal Biiylime Faktorii Reseptorii

(Epidermal Growth Factor Receptor)
IGF : Insiilin Biiyiime Faktorii (Insulin Growth Factor)
MMP : Matriks Metalloproteinaz (Matrix Metalloproteinase)
GSK3p : Glikojen Sentaz Kinaz 3-f (Glycogen Synthase Kinase-3 beta)
RTK : Reseptor Tirozin Kinaz (Receptor Tyrosine Kinase)
PIP : Fosfatidilinositol fosfat (Phosphatidylinositol phosphate)
GPCR : G protein-coupled receptor
PTEN : Phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10

AGC ailesi : Protein Kinaz A, G, C ailesi (Protein Kinase A, G, C family)

PDGF : Trombosit kokenli bityiime faktorii (Platelet-derived growth factor)
bHLH : bazik Heliks Loop Heliks (basic Helix-Loop-Helix)

DNA : Deoksiriboniikleik asit

cDNA : Komplementer DNA

RNA : Riboniikleik asit

FBS : Fetal Dana Serumu (Fetal Bovine Serum)

DMEM : Dulbecco’s modified eagle medium

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)

CIAP : Dana Intestin Alkalen Fosfataz(Calf Intestinal Alkaline Phosphatase)
BSA : Dana Serum Albumin (Bovine Serum Albumin)

PSA : Penisilin Streptomisin Amfoterisin

PVDF : Poliviniliden diflorid (Polyvinylidene difluoride)

PAGE : Poliakrilamid jel elektroforezi (Polyacrylamide gel electrophoresis)

LB : Luria-Bertani broth
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GIRIS VE AMAC

TWISTI1, bazik Heliks-Loop-Heliks (bHLH) yapisal 6zelligi gosteren bir
transkripsiyon faktoriidiir. Ik olarak, Drosophila’da mezoderm spesifik genlerin
transkripsiyonel aktivasyonu i¢in gerekli bir faktor olarak klonlanmistir. TWISTI,
promotorlarinda E-Box dizisi “CANNTG” bulunduran genlerin transkripsiyonunu
diizenler. TWIST1 aktivitesi embriyonik gelisim siirecinde biiyiik 6nem tagimaktadir.
TWISTI’in embriyonik tabakalarin olusumunda, morfogenezde, osteogenezde ve
tiimorigenezde onemli rolleri vardir. TWISTI geninin bir kopyasmin eksik oldugu
(haplo insufficiency) embriyolarda Saethre-Chotzen sendromu olarak bilinen gelisme
bozuklugu goriilmektedir. Ayrica tanimalanan TWISTI mutasyonlar: bu sendrom ile
iligkilendirilmistir. Osteogenik ve myogenik gen ekspresyonlarini baskilamasina
karsin son yillarda TWIST1 in bir onkogen oldugu iddia edilmistir, ¢iinkii; TWIST1
bir proto-onkogen olan AKT2’nin ekspresyonunu indiiklemekte, tiimor baskilayici
genler olan p53 ve E1A proteinlerinin fonksiyonunu baskilamakta, osteosarkoma
hastalarinda asirt ekspresyon gostermekte, bir timor baskilayici olan pl4 ARF
ekspresyonunu baskilamakta, meme kanseri hiicre hatlarinda gosterildigi gibi IL-6 ve
EGF’e (Epidermal Biiytime Faktorii-Epidermal Growth Faktor) bagimli STAT3 ve c-
SRC onkogenlerini indiiklenmekte, glioma, prostat, mide, karaciger, endometriyal ve
gastrik kanser hiicrelerinde asir1 ekspresyon gostermekte ve kanser metastazini
indiikleyerek kotii prognoza sebep olmaktadir.

Tim bunlardan da 6nemlisi, TWIST1 kanser metastazinda son derece dnemli
rol oynayan epitelyal mezenkimal gecis (EMT-Epithelial Mesenchymal Transition)
stirecine katilmakta ve epitelyal bir marker olan E-Kaderin ekspresyonunu
baskilarken, mezenkimal bir marker olan N-Kaderin ekspresyonunu indiiklemektedir.
Bu asamada kanitlanmis ilk degisim hiicreler arasi fiziki kontaktlarin zayiflatilmasi
ve daha sonrasinda hiicrelerin bulundugu yerden koparilmasidir. EMT her
metastazda tek basina yeterli olmasa da timor metastazinin baglangi¢ asamasini
olusturur. Cesitli hiicrelerle yapilan c¢aligmalar sonucunda AKT aktivasyonunun
EMT siirecinin baglamasina aracilik ettigi ileri stirilmiistir. AKT klasik bir
serin/treonin kinaz enzimdir ve hedef substrat proteinlerini RxRxxS/T konsensus
dizisinden fosforile eder. TWIST1 proteininin amino asit dizilimine bakildiginda 3
adet cok spesifik AKT enziminin tanima ve fosforilasyon amino asit dizileri
mevcuttur. Bu amino asit dizileri RKRRSS42, RERQRTI121 ve RQRTQS123
sirasina sahiptir. Bu bilgiler 15181nda, EGF gibi dokuya spesifik biiyiime faktorleri
tarafindan aktive edilecek olan AKT‘nin TWIST1’1 yukarida belirtilen amino
asitlerden fosforile ederek TWIST1’in aktivasyonuna, hiicre ¢ekirdegine gbciine ve
hedef genlerin promotorlarina baglanarak bu genlerin transkripsiyonunu
indiikleyerek hem hiicre proliferasyonunun artmasina hem de EMT mekanizmasini
aktive ederek kanser hiicrelerinin metastazina sebep olacagini ongdrmekteyiz. Buna
bagli olarak TWISTI1-hedefli olas1 dogal inhibitdrlerinin  arastirilmasini
amagclamaktay1z.



GENEL BiLGILER

2.1. Epitelyal Mezenkimal Transisyon

Epitelyal mezenkimal gecis (EMT), epitelyal karakterli hiicrelerin
mezenkimal-benzer karakter kazanmasi stirecidir [1]. EMT temel olarak Tipl, 2 ve 3
olmak iizere {i¢ ana baglikta incelenmektedir. Tipl EMT, implantasyon,
embriyogenez ve organ gelisimini; Tip2 EMT, doku rejenerasyonu ve organ
gelisimini; Tip3 EMT ise kanser progresyonu ve metastaz olayindaki epitelyal-
mezenkimal degisimi ifade eder [2].

EMT’de ilk olarak, epitelyal kokenli hiicrelerde E-Kaderin gibi adhezyon
molekiillerinin ekspresyon seviyelerinin azalmasi ile hiicre-hiicre kontaktinin
azalmasi ve apiko-bazal polaritenin kaybi meydana gelir. E-Kaderin, hiicrelerin
epitelyal homeostazisi agisindan olduk¢a 6nemli bir role sahiptir. EMT siirecinin
ikinci asamasinda, epitelyal homeostazisin bozulmasi ile hiicrede epitelyal
belirteclerin, desmosomal ve siki baglanti (tight junction) proteinlerinin olusturdugu
yapilar dagilir. Ugiincii asamaya gelindiginde, hiicrenin polarite proteinlerinin yapisi
ve organizasyonu bozulur. Buna ilave olarak, N-Kaderin, Vimentin ve Fibronektin
gibi mezenkimal hiicre iskeleti proteinlerinin ekspresyonu artar [1]. Son olarak, bazal
membran yapist da bu siirecte degisime ugrar. Hiicre-ekstraseliller matriks
interaksiyonlar1 ve sinyal yolaklar1 da degistiginde mezenkimal karakterli bir hiicre
meydana gelmis olur (Sekil 2.1) [2].
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Sekil 2.1. Epitelyal Mezenkimal Transisyon.

2.1.1. Epitelyal Mezenkimal Transisyon ve Kanser

EMT, epitelyal kokenli bir hiicrenin mezenkimal karakter yapis1 kazanmasi
ve buna baglh olarak bulundugu ortamdan ayrilmasi olayidir. invazyon olarak da
tanimlanan bu olay, ilk olarak 1980’lerde embriyogenezin bir o6zelligi olarak
belirlenmistir. Aragtirmalar, EMT olaymnin timdr invazyonu ve metastazda 6nemli
role sahip oldugunu goéstermistir [3]. Bu siireg, patolojik timor gelisimi ve invazyonu
ile karsilastirdifimizda embriyogeneze biiyiik benzerlik gosterir. Bu bakimdan EMT,
timOr progresyonunda anahtar role sahip oldugu sdylenebilir [4]. Kanser
progresyonunda normal epitel yapisindan invaziv karsinoma dogru geciste bir¢ok
asama vardir. Bu progresyonda oncelikle epitel hiicreleri polaritelerini kaybeder ve



bazal membrandan ayrilmaya baglar [2]. EMT ile birlikte anjiogenez devreye girer ve
timor biiyimesine ve malign faza gecise biiyiik katki saglanir [2]. Malign 6zellik
kazanan hiicreler EMT olay1r neticesinde metastatik karakter kazanarak kan
dolagimina gecer. Bu sayede cesitli dokulara yayilim gostererek makro/mikro-
metastazlarin olusmasina neden olur (Sekil 2.2) [2].
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Sekil 2.2. Kanser progresyonunda EMT ’nin rolii [2].

EMT, tiimor metastazinin baslangi¢ asamasini olusturur. Bu siire¢, dinamik
bir siirectir ve kanser hiicresinde mutasyonlar, epigenetik modifikasyonlar ve
transkripsiyonel yeni diizenlemeler sonucunda E-Kaderin gibi epitelyal 06zelligi
kazandiran molekiillerin azalmasi, N-Kaderin, Vimentin ve Fibronektin gibi
mezenkimal 6zellik kazandiran molekiillerin artis1 meydana gelir. Bu siire¢ ayrica
timorii cevreleyen stromal hiicreleri tarafindan veya matriks komponentlerindeki
degisimler sonucu da baslatilabilir [5].

2.1.2 EMT Siirecinde Hiicresel Komponentler

2.1.2.1. Hiicre iskeleti Elemani: E-Kaderin

EMT‘de kanmitlanmis ilk degisim hiicreler aras1 fiziki kontaktlarin
zayiflatilmas: ve hiicrelerin bulundugu yerden koparilmasidir. Bu hiicreler arasi
kontaktlar dogrudan iki hiicre iskeletinin E-Kaderin araciligiyla birbirine baglanmasi
seklinde olusarak ¢ok siki bir baglanti meydana getirir. Kaderinler Ca**-bagimli
hiicre adhezyon molekiilleridir ve hiicre-hiicre kontagini saglayan temel yapilardir.
E-kaderinlerin olusturdugu hiicreler arasi siki baglantt CCC olarak tanimlanan E-
kaderin/p-katenin/aE-katenin kompleksi ile saglanir. B-katenin armadillo olarak
tanimlanan N-terminal bolgesi araciligiyla E-kaderinin sitoplazmik C-terminal
bolgesine baglanir. aE-katenin de benzer sekilde N-terminali ile komplekse katilir.
Ayrica C-terminal bolgesi olan aktin-baglanma bolgesi (VH3) ile aktin fiberlerine
(F-aktin) baglanarak hiicre iskeleti ile iliski kurar. Arastirmalar ayrica F-aktin ile
CCC kompleksi arasindaki baglanmada EPLIN olarak tanimlanan aktin-baglanma
proteininin gorev aldigini gostermistir. Bu kompleks yapiyla birlikte hiicre-hiicre
baglanmasi ¢ok siki bir sekilde saglanabilmektedir [6], [7] (Sekil 2.3).

Transmembran veya membran-iligkili glikoproteinler olan E-kaderinler bes
ana alt sinifa ayrilir. Bunlar, klasik tip (Tip I), Tip II, dezmozomal kaderinler,
protokaderinler ve kaderin iliskili molekiillerdir. EMT acisindan E-kaderinin en



onemli kismi sitoplazmik bolgesidir. Proteinin C-terminalinde bulunan bu bolge,
membran proksimal/jukstamembran bolge ve B-katenin baglanma bolgesi olmak
tizere iki alt bolgeden olusur. Bu yapilarda 30-35 amino asitlik CH2 ve CH3 olarak
tanimlanan kaderin homoloji bdlgeleri (CH) mevcuttur. C-terminal bolgenin
delesyonu veya sekiz adet Serin amino asitinin Alanine doniisiimii mutasyonlar1 -
katenin baglanmasini engeller ve hiicre-hiicre kontagini bozar [7]. Ayrica, E-
kaderinin transkripsiyonel ekspresyonu baskilandigi zaman -katenin baglanacak yer
bulamaz ve hiicre ¢ekirdegine go¢ ederek mezenkimal hiicrelerin belirtecleri sayilan
Vimentin, Fibronektin ve Integrin sentezine aracilik eder. Bu durum EMT siirecini
baglatarak hiicrenin bulundugu yerden gb¢ etmesine veya invazyonuna neden olur

[8].
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Sekil 2.3. E-Kaderin-katenin kompleksinin sematik gosterimi.

EMT’nin baslamasin1 saglayan temel olay E-kaderinin ekspresyon
kaybidir. Bu durum E-Kaderin geninde meydana gelmis bir mutasyon neticesinde, E-
kaderin (CDHI1- NG_008021) geninin promotor bdlgesindeki hipermetilasyon
sonucunda veya transkripsiyonel baskilanma ile meydana gelir [9]. E-kaderinin
transkripsiyonel baskilanmasinda iki farkli etkiden s6z edilmektedir. Birincisi, Snail,
Zeb, E47 ve KLF8 gibi faktorlerin E-Kaderin promotoruna baglanarak
transkripsiyonu engellemesi ve ikincisi ise FoxC2, Goosecoid, E2.2 ve TWIST gibi



faktorlerin transkripsiyon siirecini bloke etmesidir [10]. E-Kaderin kaybi hiicrede
bir¢ok transkripsiyonel ve fonksiyonel degisiklige neden olur. E-Kaderin kaybiyla
beraber serbest kalan B-katenin bir¢ok genin transkripsiyonel indiiksiyonuna aracilik
eder. Bu degisimler neticesinde EMT siireci baslayarak epitelyal hiicreler
mezenkimal-benzer karakter kazanir. Mikroarray c¢alismalari, E-Kaderin kaybina
bagl olarak diizenlenen EMT genlerinin %84’ tinlin -kateninden bagimsiz olarak
gerceklestigini belirlemistir [11]. Sadece E-Kaderin kaybina bagl olarak, 19 farkh
transkripsiyon faktoriinliin ekspresyon seviyeleri 3 katindan fazla miktarda arttigi
tesbit edilmistir. Bu transkripsiyon faktorlerinden biri de TWIST1 dir. TWIST1’in
fonksiyonunun veya ekspresyonunun baskilandigi durumlarda kazanilmis metastatik
ozelliklerde gerileme oldugu saptanmistir. Benzer durum B-katenin icin de tesbit
edilmistir. Mutasyon spektrum calismalariyla E-Kaderinin ekstraseliiler bolgesinde
saptanan nokta mutasyonlar1 metastaza neden olmaz. Bu durum E-Kaderinin
intraseliiler bolgesinin EMT siirecinde 6nemli oldugunu gostermektedir [11].

2.1.2.2.Ekstraseliiler Proteinler

EMT siirecinde, daha 6nce bahsedildigi gibi epitelyal bir hiicrenin tutundugu
bazal membran yapist dagilir. Bu yapi, tip IV kollojen, laminin, nidojen ve siilfat
tasiyan proteoglikanlar gibi proteinlerin biraraya gelmesiyle meydana gelen bir ag
yapisidir [12]. Bazal membran yapisi, timor invazyonuna ve metastaza karsi dogal
biyolojik bir bariyerdir. Timor hiicrelerinde o6zellikle tip IV kollojeni yikan
kollojenazlar sentezlenir. Tip IV kollojen bazal membran yapisint koruyan temel
yapilardan biridir. Bu yapmnin yikilarak azalmasi kanser progresyonunu
ilerletmektedir [13]. Ancak bazi arastirmalar, nativ yapidaki tip IV kollojenin
tiimorijenik olmayan epitel meme hiicrelerinde EMT’y1 indiikledigini gostermistir.
Bu arastirmalar neticesinde bazal membran komponentlerinin sadece yapisal degil
cesitli yolaklar1 aktive ederek regiilator gorevi de tistlendigi anlasilmaktadir [14].
Bazal membran yapisinin 6nemli bir diger komponenti de laminin proteinleridir.
Lamininler heterotrimerik glikoproteinlerdir ve simdiye kadar 12 cesidi
tanimlanmistir [15]. Ozellikle laminin-5 bazal membran yapisi igin dnemlidir. Bu
glikoproteini olusturan ii¢ alt zincir proteini olan Lama3, Lamb3 ve Lamc3’den
birisinde meydana gelebilecek stokiyometrik bir degisim bazal membran yapisini
zayiflatir. Lama3 zincirinin diisiik ekspresyonu ve ayrica Lamc3 zincirinin yiiksek
ekspresyonu hiicre invazyonuna sebebiyet verir. Dolayisiyla mevcut bazal
membranin dagilmas: ve proteolitik enzimlerin katkis1 sonucunda tiimdr invazyonu
tetiklenir [16].

Matriks metalloproteinazlar (MMP), cinko bagimli proteolitik enzimlerdir.
Kollajen, Laminin ve Fibronektin gibi ekstraseliilermatriks (ECM) elemanlarini,
hiicre yilizey reseptorlerini ve biiylime faktorleri gibi matriks dis1 proteinleri
parcalarlar. Timor metastazi ve invazyonunda MMP’lerin deregiilasyonu soz
konusudur [17]. Tiimor ve stromal hiicre orijinli MMP’ler tiimor mikrogevresinde
etkin olarak faaliyet gosterirler. Timor invazyonunda, oncelikle, hiicre membran
tipine dzgii MMP’ler eksprese edilir. Ikinci asamada, membran reseptérleri ¢coziiniir
(soluble) MMP’leri baglar. Ugiincii asamada ise hiicre yiizey reseptdrleri MMP
proenzimlerinin aktiflesmesine aracilik eder [18]. Aktif MMP’ler ekstraseliiler
matriks elemanlarmi yikarak hiicre-bazal membran ve hiicre-hiicre kontaktlarini



koparir. Her MMP*nin kendine 6zgii matriks ve matriks olmayan hedef substratlari
mevcuttur. Ornegin MMP-3 ve MMP-7 E-Kaderini yikarak hiicresel migrasyona
neden oldugu gosterilmistir [19], [20]. Ayrica bir¢cok karsinom cesitleri ile ilgili
yapilan aragtirmalarda MMP-1,-2,-3,-7,-9,-11 ve -13 enzimlerinin yiiksek
ekpresyonlar1 tiimor metastazina yol actig1 gosterilmistir [17].

2.1.2.3.Transkripsiyon Faktorleri

Son zamanlarda transkripsiyon faktorlerini kodlayan bir¢cok genin EMT
stirecine katki sagladigi tespit edilmistir. Bu faktorler c¢inko parmak yapisindaki
Snail, Slug, Zebl, Zeb2 ve bHLH yapisindaki TWIST1 transkripsiyon faktorleridir
[21], [22], [23], [24], [25]. Bunlar arasinda TWIST]1, epitel kokenli hiicrelerin EMT
sirecinde ¢cok 6nemlidir ve EMT yi tek basina indiikleme 6zelligine sahiptir [25].

2.1.2.4.Biiyiime Faktorleri ve Sinyal Yolaklar

E-Kaderin sentezini engelleyecek olan her faktér mezenkimal geg¢isi
saglayacak degisimleri baslatir. Nitekim, ERK aktivasyonu, SMADIlar, TGF-§, Rho
GTPazlar ve PI3K/AKT yolagi EMT yi aktive etmektedir. Bu baglamda, farkl: hiicre
tipleriyle yapilan ¢aligmalarda AKT aktivasyonunun EMT siirecinde ¢ok onemli rolii
oldugunu gostermektedir [26], [27], [28], [29], [30].

2.2. EMT’de PKB/AKT’nin Rolii

AKT, biiylime faktorleri, sitokinler ve diger hiicresel stimiilator molekiillerin
aktive ettigi ve bircok hiicresel sinyalizasyon mekanizmasinda rol alan bir
Serin/Treonin kinazdir [31]. Aktive ettigi 6nemli hiicresel faaliyetlerden biri de
EMT dir. EMT mekanizmasinin agiga kavusmasi i¢in AKT aktivasyonunun nasil
gerceklestiginin ve nasil fonksiyon gordiigliniin belirlenmesi 6nemlidir. AKT nin bu
stirecteki hedef efektor molekiilleri nelerdir ve hangi mekanizma ile EMT’yi
indiiklemektedir. Bu a¢idan bakildiginda AKT enziminin ve olast hedef
molekiillerinin yapist ve fonksiyonlarinin agiga kavusturulmasi gerekir.

2.2.1. AKT’nin Protein Yapisi

Protein kinaz B (PKB) olarak da bilinen AKT ilk olarak 1991 yilinda yapilan
homoloji ¢aligmalar1 sonucunda bir Serin/Treonin kinaz olarak tanimlanmistir [32],
[33]. Sonraki yillarda AKT2 ve AKT3 izoformlar1 da bulunmustur [34], [35].
Okaryot canlilar arasinda AKT kinazlar yiiksek homoloji gosterir. DNA dizi
caligmalariyla fare, sican ve insanda %95 oraninda amino asit dizi benzerligi
belirlenmistir [36]. AKT kinazlar yapisal olarak plekstrin homoloji (PH), katalitik ve
regiilator olmak iizere ii¢ bolgeden meydana gelir (Sekil 2.4). AKT izoformlar1 farkl
genler tarafindan kodlanmalarina ragmen kendi aralarinda %80’den fazla dizi
benzerligi gosterirler. Her ii¢ izoformun da plekstrin homoloji (PH) bolgeleri biiyiik
Ol¢iide ayn1 amino asitlerden olusur. Katalitik ve regiilator bolgeleri arasinda da
glisince zengin bir bolge mevcuttur [37].



AKT’nin PH bolgesi, hiicre membran1 yapisinda bulunan fosfatidilinositol
(3,4,5)/PIP3 trifosfat ile interaksiyona girer. Biyokimyasal analizler PH bdolgesinin
membran lipidlerinden olan fosfatidilinositol (4,5)/PIP2 ve PIP3’e aym affinite ile
baglanabildigini gostermistir [38], [39].

AKT’nin katalitik bolgesi, AGC kinaz ailesine [cAMP-bagimli protein kinaz
(PKA)/protein kinaz G/protein kinaz C (PKC)] benzerdir. AGC kinaz ailesinin
fonksiyonel regiilasyonu Ca*’, fosfoinositidler ve siklik mononiikleotidler gibi
sekonder mesajcilarla diizenlenir. Ayrica bu ailedeki proteinlerin C-ter bolgesinde
hidrofobik motifler ile karakterizedir [36]. Benzer sekilde ti¢ AKT izoformu da C-ter
bolgesinde yaklasik 40 amino asitlik F-x-xF/Y-S/T-Y/F hidrofobik amino asitlerden
olusan bir bolgeye sahiptir [40]. AKT’nin bu bolgesinde yer alan F-P-Q-F-S-Y
motifi Serin (S473) amino asidinden fosforillendiginde aktive olur. Bu motifte
meydana gelen nokta mutasyonlart AKT nin aktivitesini tamamen bozar ve enzimi
inhibe eder [41]. AKT aktivasyonunda S473 amino asitinin yani sira T308
fosforilasyonu da 6nemlidir. Bu iki amino asidin beraber fosforilasyonu AKT’nin
tam aktivasyonu icin sarttir [42]. AKT aktive olduktan sonra RxRxxS/T motifini
tastyan hedef molekiilleri Serin veya Treonin amino asitlerinden fosforilleyerek
aktive eder [31] (Sekil 2.4.).

AKT / PKB

ee0 RXRXXSIT @e---

Sekil 2.4. AKT’nin protein yapisi ve hedef substrat motifi.

2.2.2. AKT Aktivasyonu

AKT fosforilasyona ugradiginda bir “master regiilator” olarak calisir ve
bircok proteini modifiye ederek normal ve tiimor hiicrelerinde bir¢ok yolagin
baslamasini saglar. Genel olarak Reseptor Tirozin Kinaz (RTK) aktivasyonuna yol
acan biiylime faktorleri, Epidermal Biiylime Faktorii (EGF), insiilin, insiilin-benzer
biiylime faktorii-1 (IGF-1) vs., AKT aktivasyonunu saglar. Aktive olan AKT hiicrede
hedefleri olan NFkB, mTOR, Forkhead, Bad, GSK-3f ve MDM-2 gibi efektor
molekiilleri fosforile ederek hiicre proliferasyonunu arttirir [43].

AKT aktivasyonunu saglayan onemli faktorlerden biri EGF’dir. Bu faktor,
Epidermal Biiylime Faktor Reseptoriine (EGFR) baglanarak homodimer veya
heterodimer olusturmasini saglayarak aktivasyonunu saglar. EGFR, ErbB ailesi



igcerisinde degerlendirilen ve HER1-2-3-4 olmak iizere dort ¢esit izoformu bulunan
bir reseptor ailesidir. Reseptoriin heterodimerizasyonunda bu izoformlar arasinda en
cok tercih edilen ve kanserde (meme ve over kanserinde %25-30 oraninda) yiiksek
ekspresyon gostermesi ile karakterize olan HER2 izoformudur. Ligand baglanmasi
neticesinde reseptdr dimerize olarak tirozin otofosforilasyonu gerceklesir ve bu
sayede reseptor aktive olur [43], [44]. Bundan sonra reseptoriin fosfotirozin
bolgesine Grb2 proteini SH2 bolgesi araciligiyla baglanir. Bu baglanma reseptordeki
hedef pY-[¢0Q]-[NQFDK] (¢-hidrofobik) amino asit dizi motifine 6zgii olarak
gerceklesir [45]. Ayrica, Grb2, SH3 bolgesi aracilifiyla da guanin niikleotid
degistirici faktér (GEF) olan SOS proteinine baglanir. SOS proteini C-terminal
bolgesinde SH3 baglanmasin1 saglayan prolince zengin amino asit dizilimine
(PyyPPR) sahiptir. Bu sekilde fosforile reseptore bagli Grb2-SOS kompleksi
meydana gelir ve burada SOS aktive olur [46]. Aktive olan SOS, genellikle H-Ras ve
K-Ras RAS olmak iizere RAS ailesi proteinlere bagli GDP’yi uzaklastirip GTP
baglanmasini saglar. Bu sayede RAS proteinleri aktive olur ve RAF kinaz1 fosforile
ederek RAS-RAF-MEK-ERK yolagimi aktive eder [47].

PI3K intraseliiler lipid kinaz ailesindendir ve I, II ve III olmak iizere ii¢ ana
simifta degerlendirilir. Smmif I PI3K’lar Reseptdr Tirozin Kinazlar (RTK), Integrinler
ve G Protein Coupled Reseptorler (GPCR)’le baglanarak eksternal sinyali hiicre i¢ine
aktarilmasini saglar. PI3K iki alt {initeden meydana gelir. Bunlar, katalitik alt {inite
(p110) ve adaptor/regiilator alt tinitesi (p85)’dir. PI3K p110 katalitik alt iinitesinin a,
B ve vy olmak lizere {li¢ izoformu mevcuttur. p85 alt {initesi ise li¢ farkli genden (p85a,
p85P ve p8S5 y) kodlanan 7 farkli izoformu vardir ve pYxxM baglanma motifine
sahiptir. Siif I PI3Klar kendi i¢inde Smifl A ve 1B olmak iizere ikiye ayrilir. Simif
1A PI3K RTK’lar, simif 1B ise GPCR’ler tarafindan aktive edilir. Reseptor ligand
baglanmasi ile otofosforilasyonla aktive oldugunda YxxM motifinden fosforile olan
PI3K regiilator tinite i¢in baglanma noktasi olusturulmus olur. Reseptdre baglanan
regiilator liniteye katalitik {inite baglanir ve bdylece membranin i¢ ylizeyine ¢ekilmis
olur. Membranda bulunan PI3K, reseptoriin bu fosfotirozin bolgesine yapisindaki
SH2 bolgesi sayesinde baglanarak aktive olur. Fosfatidil inositol (4,5) bisfosfat
(PIP2)’a 3. karbondan fosfat takarak fosfatidil inositol (3,4,5) trifosfat (PIP3)’1
olusturur [48]. Meydana gelen fosforlilasyon ile olusan PIP3, sinyali ileten bir
sekonder mesajc1 olarak goérev yapar. PIP3, yapisinda plekstrin homoloji (PH)
bolgesi tasiyan molekiiller i¢cin membranda bir baglanma noktasi olusturur. Bu
sekilde hiicre membranma baglanan molekiiller fosforillenmek suretiyle aktive
edilirler [36], [42], [49]. Bu bilgiler 1s1¢inda baktigimizda, PI3K’in 6nemli
hedeflerinden biri de AKT’dir. AKT yapisinda bulunan PH bolgesi sayesinde PIP3’e
baglanarak membranin i¢ yiizeyine transloke olur. Hiicre membranina bagli bulunan
AKT bu bolgedeki PDKI1 tarafindan T308 bolgesinden fosforile edilir. Bu
fosforilasyon AKT’nin aktivasyon loop bdlgesinin stabilizasyonunu saglayarak
enzimin aktif konformasyonda kalmasint saglar. Bu fosforilasyon AKT’nin
aktivasyonu icin yeterli olsa da C-terminalde bulunan S473 fosforilasyonu enzimin
tam aktivasyonu i¢in Onemlidir. Bu fosforilasyon PDK2/mTORC?2 tarafindan
gerceklestirilmektedir [48]. Aktive olan AKT EMT’yi, anjiogenezi ve tliimorigenezi
indiikleyen, apoptozu ise inhibe eden yolaklarin kontroliinde gorev alir [48].



PI3K-AKT yolaginin negatif regiilasyonu bir timor baskilayici gen olan
PTEN (Phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10) tarafindan
saglanmaktadir [50]. PTEN lipid/protein fosfatazdir ve PIP3’ii defosforile ederek
PIP2’ye doniistiirmesi sonucunda AKT yolagini bloke eder. PTEN’den yoksun olan
hiicrelerin yiiksek PIP3 orami ve konstitiitif aktif PI3K-AKT yolag: ile karakterize
oldugu yapilan arastirmalarca dogrulanmistir [51] (Sekil 2.5).

integrin

Biiyliime Faktori (BF)

BF Reseptorii

Sekil 2.5. AKT yolagi.

Anlasildig tizere hiicrede EGF gibi biiylime faktorleri ile aktive edilen PI3K-
AKT yolagmin sinyal kontrolii endojen olarak PTEN araciligiyla gerceklesmektedir.
Ancak giiniimiizde bu yolagin kontrol edilebilmesi i¢in ¢esitli kimyasal ajanlar
kullanilmaktadir. Bunlardan Wortmannin (100nM) veya LY294002 (20uM) gibi
PI3K inhibitorleri PIP3  olusumunu engelleyerek AKT’nin membrana
translokasyonunu ve fosforilasyonunu bloke eder. Wortmannin biitiin PI3K tiplerine
0zgii olmasi1 nedeniyle ¢ok diisiik miktardaki dozu bile PI3K-bagimli tiim yolaklarin
inhibisyonu i¢in yeterlidir. Son zamanlarda yolaga spesifik olacak sekilde AKT’ye
0zgl olarak iiretilmis inhibitorler de kullanilmaktadir. Bu molekiiller AKT nin ATP
baglanma bolgesine spesifik oldugundan diger AGC kinazlarin da inhibisyonunu
saglayabilmektedir. AKT’ye 0Ozgii inhibitorlerin  kullanilmast yeni AKT
substratlarinin belirlenmesi ve yolagin hiicresel spektrumunun daha iyi anlasilmasi
agisindan énemli olmaktadir [31].



2.2.3. AKT’nin Substrat Ozgiilliigii

AKT substratlarinin belirlenmesi, ekzojen AKT nin aktive edilmesi ve daha
sonrasinda AKT-hedef molekiillerinin fosforilasyon diizeyleri tesbiti ile
yapilmaktadir. Ancak bunun gibi tek yonlii calismalar AKT substratlarinin
tanimlanmas1 ic¢in yeterli olamamaktadir. Dolayisiyla hiicrede kinaz-substrat
birlikteliginin spatiyal ve temporal regiilasyonlar1 ortaya konmalidir. Bunun ig¢in
PI3K aktivitesinden bagimsiz olarak miristik asit ile konjuge olan AKT formlari
olusturulmustur. Bu formlar PH bolgesine ihtiya¢ bile duymadan (mir-APH-AKT)
hiicre membraninin i¢ yilizeyine baglanabilmektedir. Bunlar konstitiitif AKT
aktivasyonunun ve hiicresel etkilerinin belirlenmesinde ¢ok yaygin olarak
kullanilmastir [31], [41], [52]. Alternatif olarak AKT’nin devaml1 aktif olan fosfo-
mimetik mutant1 kullanilmaktadir. Bu mutant form AKT-T308D/S473D mutantidir.
Aspartik asit (D) ve glutamik asit (E) amino asitleri yapilarinda birden fazla
karboksil grubu (OH) tastyan negatif yiiklii amino asitlerdir ve protein yapisinda
fosforile olmus amino asitleri taklit ederler. Site directed mutagenez (SDM) yontemi
ile D ve E amino asitlerin fosforile olacak olan S veya T amino asiti ile degistirilmesi
AKT’nin PI3K’den bagimsiz konstitiitif aktivasyonuna sebep olur. Aksi yonde ise
AKT’nin dominant negatif formu (AKT-T308A/S473A) da fosforile edilemez
ozelliktedir. Ciinki alanin (A) amino asidi nétr bir amino asittir ve fosfat grubu
takilamamaktadir. Bu mutasyonlarin SDM ile olusturulmas: sayesinde hedef
molekiilde meydana gelebilecek fosforilasyonlarin AKT tarafindan gergeklestirilip
gergeklestirilmedigi anlasilabilir. AKT’nin konstitiitif aktif ve dominant negatif
mutant formlarinin  etkilerinin  belirlenmesi hedef substrat 6zgiilliigiiniin
tanimlanmasinda olduk¢a Onemli olmaktadir [31]. Biyokimyasal analizler, AKT
aktivasyonu sonucunda fosforile olan substratlarin yapisinda gerekli olan minimal
tanima dizisini “RxRxxS/T-B* olarak tanimlamistir (Sekil 2.4). Bu motifte “B*
hidrofobik amino asitleri ifade ederken, “x” ise herhangi bir amino asidi
belirtmektedir. Fosforile edilen amino asitten -3 ve -5 pozisyonundaki amino asitlerin
arjinin (R) olmasi kritik derecede onemlidir. Ancak nadir olarak AKT’nin hedef
substratint  RxxS/T motiflerinden de fosforilleyebildigini gdsteren arastirmalar
mevcuttur [31].

2.24. AKT ve EMT

AKT baglangigta bir onkogen olarak tanimlanmistir ve hiicre AKT1-3 olmak
lizere ili¢ izoformu izole edilmistir. AKT2 over, meme ve pankreatik tlimorlerde
siklikla asir1 eksprese edildigi ve aktif formda oldugu belirlenmistir [30], [53].
AKT’nin rol aldig1 PI3K/AKT yolag: proliferasyon ve EMT siirecinin merkezinde
yer alir [53], [54].

Normal ve kanser hiicrelerinde EMT olayini tetikleyen bircok etken vardir.
Bunlara baktigimizda E-kaderin molekiiliiniin azalmas1 veya kaybi kilit noktay1
olusturmaktadir. Bu konudaki bilimsel yayimnlar E-kaderinin transkripsiyonel
baskilanmasmin Snail, Slug, TWIST ve ZEB1 gibi transkripsiyon faktorlerince
gergeklestirildigini belirlemistir. Ancak bu transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu
icin hiicresel yolaklarin aktivasyonu gereklidir. Fibroblast biiylime faktor 2 (FGF2),
hepatosit biiylime faktorii (HGF), epidermal biiyiime faktorii (EGF) gibi biiylime
faktorleri PI3K/AKT yolagimi aktive eder. Arastirmalar E-kaderin azalmasi veya
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sekestrasyonunda AKT aktivitesinin 6nemli Olgiide etkisi oldugunu ortaya
koymaktadir. AKT yukarida belirtilen transkripsiyon faktorlerinin ekspresyon artigini
ve aktivasyonunu saglayarak E-kaderin ekspresyonunun baskilanmasina neden olur.
Bu sayede hiicre, epitelyal karakterini kaybederek mezenkimal bir 6zellik kazanir
[71, [9], [43], [55], [56], [57].

AKT aktivasyonunda proteinler, ligantlar, reseptorler ve efektor molekiiller
gibi cesitli faktorler etken olarak rol alir. Bu baglamda, bir¢ok hiicresel sinyal
yolaklar1 AKT molekiiliinde kesismektedir. Ornegin, biiyiime faktdrii Cripto-1 (Cr-
1), hyaluronan (HA) ve Ras AKT’yi aktive ederek EMT’ye yol agar [30]. Cr-1, GPI-
bagli membran proteinidir ve meme, kolon, mide, pankreas, over ve testis olmak
izere bir¢ok kanser tipinde yiiksek ekspresyon gosterir. Yapilan bilimsel ¢aligmalar
Cr-1’in AKT’yi aktive ettigini ve EMT siirecine katki sagladigini in vitro ve in vivo
olarak belirlemistir. Fare meme epitel hiicrelerde aktif AKT artigina paralel olarak
Snail ve Vimentin gibi mezenkimal belirteclerin artis1 s6z konusuyken, E-kaderin
gibi epitelyal belirtecler azalmaktadir [58]. EMT sinyal trafiginde AKT ile etkilesen
bir diger molekiil de HA’dir. HA, epitelyal olmayan bag ve kikirdak doku gibi
mezenkimal hiicrelerin ekstraseliiler matriksinde yer alan bir glikozaminoglikandir.
Epitel hiicrelerinde HA sentezi arttiginda bu hiicreler mezenkimal 06zellik
kazanmaktadir. HA, hiicre yiizey reseptorleri olan CD44 izoformlariyla baglanarak
bir¢ok efektor molekiilii (6rn: sitoskeletal proteinler-ankyrin; GTPazlar-RhoA, Racl
ve Cdc42) ve cesitli yolaklar1 (6rn: Ca+2, Rho, PI3K/AKT,NHE1) aktive etmektedir.
CD44, normal ve tiimor kok hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edilen ve belirteg
molekiil olarak kabul edilen bir reseptordiir. Bu baglamda, EMT ayn1 zamanda HA
ve CD44 artistyla beraber PI3K/AKT yolag: iizerinden indiiklenebilen bir olaydir.
Hiicre membran1 yiizeyinde HA-CD44 interaksiyonu sonucunda pll15RhoGEF
yapiya sikica baglanir ve RhoA ve ROK aktivasyonunu gerceklestirir. Aktive olan
ROK linker/baglayict molekiil olan Gabl’i fosforile eder ve membrana
lokalizasyonunu saglar. Bu arada Gabl PI3K’in CD44 ile baglanmasini saglayarak
aktivasyonuna aracilik eder. PI3K aktivitesiyle membranda PIP3 olusumu
gercekleserek AKT yolaginin aktivasyonu gergeklesir [59]. Bu sekilde, AKT
tizerinden EMT” yi indiikleyen bir diger molekiil de Ras proteinindir. Bu protein, Ras
GTP-baglayan protein siiperailesine ait bir proteindir. Ras proteinleri membrana
baglanabilen proteinlerdendir ve intraseliiler sinyal yolaklarinin adaptor
molekiilleridir. Ras’in beyinde ve miyoblastlarda yaygin olarak eksprese edildigi
bilinmektedir. Bu protein plasma membranina bagli oldugundan pseudopod gibi
periferal membran olusumlarinda yapisal olarak yer alir. Bunun yani sira, fibroblast
hiicrelerinde Ras’in G22V veya Q71L mutantlarinin yiiksek ekspresyonu, AKT
aktivasyonu iizerinden EMT yoluyla hiicresel transformasyona neden oldugu yapilan
arastirmalarca tespit edilmistir [30], [60], [61].

AKT iliskili EMT olayini tetikleyen temel sinyalizasyon yolaklarindan biri de
Wnt/B-katenin yolagidir ve dnemli bir komponenti Glikojen Sentaz Kinaz-3f (GSK-
3B) enzimidir. Bu enzim Wnt yolaginda non-fosforile formda iken aktiftir ve B-
katenin ve Snail’in degradasyonundan sorumludur. EMT’de AKT aktive oldugunda,
GSK-3B enzimini fosforile ederek inhibisyonuna neden olur. Bunun sonucunda
transkripsiyon faktorleri B-katenin ve Snail degradasyondan kurtularak hiicre
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cekirdegine goc ederler ve EMT olaymm tetikleyen gen regiilasyonlarini
gerceklestirirler [54].

EMT ile iligkili bir diger olay da hiicrede siklik Adenozin Mono Fosfat
(cAMP) diizeyinin artigidir. Buna bagli olarak, AKT membrana lokalize olur ve
aktive edilir. Aktif AKT, p21-aktive serin/treonin kinaz 1(PAK1)’i Treonin 579 ve
Serin 21 amino asidinden fosforile eder. Bu fosforilasyonla aktive olan PAK1 hiicre
migrasyonunu tetiklemektedir [62], [63], [64]. T579 fosforilasyonunun inhibe
edildigi durumlarda ise hiicrelerde miyozin 2 biitlinligiiniin bozularak ve hiicresel
polarite kaybina bagli olarak migrasyon oran1 azalmaktadir [63].

2.2.5. Hiicre Iskeleti Proteinlerinin AKT Tarafindan Diizenlenmesi

EMT siirecine giren hiicreler mezenkimal o6zellik kazanarak invazyon
kabiliyetleri artar. Bu agidan hiicrelerin hangi mekanizmalarla harekete gegtiklerini
anlamak 6nemlidir. Hiicre hareketliligi sinyal yolaklarinin aktivasyonu neticesinde
hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi ile meydana gelen bir olaydir. Giiniimiize
kadar yapilan caligmalar hiicre goéciinde hiicre i¢i flamentlerin nasil yeniden
diizenledigini ortaya koymaktadir. Hiicre go¢ii dort temel basamakta ele alinmustir.
Birincisi, baslama basamagi ve polarizasyon; ikincisi, hiicre membraninda hareketi
saglayacak ¢ikintilarin olusmast; iiglinciisii, hiicrenin hareket yoniinde kontraksiyonu
ve dordiinciisii de hiicre adhezyonunun yeniden olusturulmasi seklindedir [31].
Hiicrenin migrasyon potansiyeli ii¢ temel elementin sinerjistik etkisi ile
olusmaktadir. Bunlar flament6z aktin, mikrotiibiiller ve intermediate flament olan
Vimentindir [65].

Hiicre gogii aktin polimerizasyonu ile saglanan ¢ok dinamik bir prosestir. Gog
eden hiicrelerin filopodia, pseudopodia ve invadopodia gibi yapilarina bakildiginda
aktince zengin olduklar1 anlagilmistir. Hiicre gociinlin gerceklesebilmesi ic¢in bu
yapilarin yapimi kadar yikimdan korunmasi ve stabilitesinin saglanmasi da oldukca
onemlidir. Go¢ eden hiicrelerde AKT Fosforilasyon Enhancer (APE/girdin) proteini
aktinlere baglanarak flament yapilarin1 hiicresel yikimdan korunmalarim1 ve
stabilizasyonlarni saglar. APE bir aktin-baglanma proteinidir ve AKT tarafindan
Serin1416 amino asidinden fosforile edilir. Fosforile olan APE aktin flamentleri
boyunca aktine baglanarak yapinin stabilizasyonunu saglar. APE deplesyonu olan
hiicrelerde aktin demetlerinin kaybiyla yonelimli hiicre gocii engellenir [66]. EGF
muamelesiyle AKT aktivasyonu saglandiginda APE-Ser1416 fosforilasyonu artar ve
hiicre migrasyonu tetiklenir. Ser-1416-Ala mutasyonu varliginda ise APE fosforile
edilemediginden hiicrelerin AKT bagli go¢ kabiliyetinin azaldigr saptanmustir.
Ayrica, metastatik potansiyeli yiiksek olan insan karsinomlarinda bu proteinin
yiiksek seviyede eksprese edildigi klinik arastirmalar neticesinde gosterilmistir [66],
[67], [68]. Hiicre goc¢ii aktin polimerizasyonu, konvergensi ve capraz
baglanmalariyla olusan filopodia formasyonu sonucunda meydana gelmektedir.
Kanser hiicrelerindeki filopodia olusumu incelendiginde AKT-bagli aktivasyonla
meydana geldigi aciga ¢ikarilmustir. Ilgili hiicrelere API-2 AKT allosterik inhibitorii
verildiginde filopodia formasyonunun bloke edildigi gozlenmistir [69]. Ayn1 durum
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AKT aktivitesi ile baglantili olan, integrin-benzer kinaz-indiiklii hiicresel aktin yeni
diizenlenmesi ve hiicre hareketinde de goriilmektedir [70].

Aktin iligkili olan bir diger protein de filamindir. Filamin, aktin-iliskili kros-
baglayici1 proteindir ve AKT tarafindan Serin 2152 amino asidinden fosforile
edilmektedir. Bu protein, IGF yolaginda kaveolin-1 yonlendirmeli hiicre
migrasyonunda rol almaktadir [71], [72]. Buna ilave olarak, insiilin ve PDGF
tarafindan indiiklenen Sodyum-Hidrojen degistirici izoform 1 (NHE1) de stres
fiberlerin olusumunda gorev alir. NHE1 de AKT tarafindan Serin 648 amino
asidinden fosforillenerek aktive edilir [73]. Bu fosforilasyon neticesinde NHE1, bir
aktin regiilatorii olan kontraktin proteinine baglanarak, hiicre iskeletinin yeniden
diizenlenmesinde rol almaktadir [74].

Hiicre hareketinde 6nemli bir diger hiicre iskeleti komponenti de intermediate
veya ara filamenlerdir. Bu yapilardan tip 3 filament6z protein olan Vimentin, hiicre
integritesinde en yogun olarak yer alan bir ara proteindir. Vimentin 6zellikle kanser
gibi fizyolojik ve patolojik durumlarda hiicrelerin invazyonu ve migrasyonunu
tetikler. AKT1, Vimentini Serin 39 amino asidinden fosforile ederek degradasyondan
korunmasia sebep olur [75]. Yumusak doku orijinli sarkomalarda aktif AKT,
Vimentini fosforile etmek suretiyle proteozomik yikimdan koruyarak metastazi
indiikler. Bu durum, Vimentinin fosforile edilemeyen ve fosforilasyonu mimik eden
AKT hedef bolge mutasyonlar1 varliginda yapilan arastirmalarca tespit edilmistir.
Bunun yani sira Vimentinin yiiksek ekspresyonu da bircok metastatik kanser tipinde
karsimiza ¢ikmaktadir. Vimentinin 6zellikle akciger metastazlarinda yiiksek oranda
eksprese edildigi gosterilmistir. Bu nedenle kanser tedavisi agisindan hedef molekiil
olarak da diisiintilmiistiir [76], [77].

Hiicresel hareket, hiicre i¢i filament iliskili proteinlerin kooperatif
interaksiyonlar1 ile saglanir. Bunlardan 6nemli olan bir grubu da mikrotiibiiller
olusturur. Hiicresel mikrotiibiil dinamigi AKT tarafindan diizenlenebilen bir siirectir.
Bu diizenleme AKT/GSK3p aksisi iizerinden gerceklesmektedir. Bu yolak aktive
oldugunda bir mikrotiibiil baglanma proteini olan adenomatoz polipozis koli (APC)
aktive olur. Neticede APC aktivasyonuyla mikrotiibiil baglanmasi ve stabilitesi
saglanarak hiicresel hareketi tetiklenmis olur [78].

Bu bilgiler dogrultusunda AKT’nin direkt olarak hiicre hareketini sagladigin
sOyleyebiliriz. Ancak, metastatik timor progresyonunun gelisimi agisindan
baktigimizda, AKT-indiiklii metastaz mekanizmalar1 tam olarak aciga kavusmus
degildir. AKT substratlarinin hiicresel hareketi nasil regiile ettigi ve hangilerinin kilit
oneme sahip oldugu halen tam olarak ortaya konmamistir. Bu baglamda giintimiizde
metastaz ile iliskili hedef molekiil ve buna 6zgiil ila¢ tedavisi arastirmalar1 devam
etmektedir [65].
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2.3. TWISTI1 Transkripsiyon Faktorii

TWISTI1, bazik-helix-loop-helix (bHLH) yapisal 0Ozelligi gosteren bir
transkripsiyon faktoriidiir. Ik olarak, Drosophila’da mezoderm spesifik genlerin
transkripsiyonu i¢in gerekli bir faktor olarak klonlanmistir [79]. Yapilan ¢aligmalar
TWISTI1 transkripsiyon faktoriiniin hiicre gociinii ve dolayisiyla timor metastazini
indiikleyen kilit molekiil oldugunu ortaya c¢ikarmistir [25]. Bu transkripsiyon
faktoriiniin fonksiyonunun net olarak anlasilabilmesi i¢in gen ve protein yapisinin
analiz edilmesi yararl olacaktir.

2.3.1. TWISTI Gen Yapisi

TWIST geni ilk olarak Drosophila’da embriyogenezde dorsoventral paternin
gelisiminde gerekli zigotik bir gen olarak tanimlanmistir. Letal mutant Drosophila’
larda gbzlenen biikiilmiis “TWISTed” yapidaki morfolojiden esinlenerek bu faktore
TWIST ya da TWIST1 ad1 verilmistir [80] [81]. Giinlimiizde insanda bu faktore ek
olarak fare dermisinde TWIST2 olarak tanimlanan 2q37.3 gen bolgesinden kodlanan
ve benzer yapiya sahip bir faktr daha belirlenmistir [82]. Insan TWISTI geni
7p21°de lokalize ve iki ekzondan olusur. Genin 5’ ug¢ bolgesinde -32 ve -110
niikleotidlerinde iki adet TATA kutusu yer alir. Baslangic ATG kodu (+315)
devaminda tek parga halinde 609 bg¢ uzunlugundaki 1. ekzon olan agik okuma
cergevesi 202 amino asit kodlar ve TAG (+922) dur koduna kadar devam eder.
Intronik bdlge ise 536 bg (+965 - +1500) uzunlugundadir (GenBank Accession No.
NM_000474) [83]. Ayrica 1. ekzonun dur kodundan sonraki 45 bg¢’lik bolge ve 2.
ekzon transkripsiyona ugramaz. Genin 3’ ucunda ise +1565 ve + 1915
pozisyonlarinda yani 2. ekzonun 5’ ucundaki 65. ve 145. b¢ pozisyonlarinda iki adet
poliadenilasyon bolgesi bulunur [84] [85](Sekil 2.6-7).

e INtron

m=m Ekzon '
CE OO D ~
Fe WSfeREss § 337 Tostt LIT DI

1 Kodlanan bdlge B s

[ st ] L [——— e |

539 bp

TATAA (-110) ATG TAG
- /7 | TAlTAA(-SZ) bHLH +965 +1500 3¢
117
+1 +315 +636 +795 +922 ‘0 AATAA AATAA
Intron [1ccs  h1o1s)
Exon 1 Exon 2

Sekil 2.6. insan TWIST! geninin sematik gosterimi.
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Homoloji calismalari, insan ve fare TWISTI genleri arasinda %96 oraninda
dizi benzerliginin oldugunu gostermistir. Bu benzerlik sadece kodlama bolgesinde
degil promotor dizilerinde de mevcuttur. Ozellikle kodlama bdlgesinin 5° ucundan
300 belik kismi kapsayan promotor bolgesinde %71 oraninda dizi benzerligi vardir.
Insan TWISTI promotor bolgesinde bircok regiilatdr proteinin baglanmasi igin uygun
diziler mevcuttur. Bu bolgenin -824 niikleotidlik bolgesi incelendiginde NF -kB,
SP1, Rb, AP2, ATF/CREB [85] ve STAT3 baglanma bolgeleri saptanmistir [86].

CATTGGACTGGGTTTCCTTCCACCGAAGACTCGAACTTCTSCCTCTTTCGAGCACCTTCCGAGGCC
-800
TAGTCCTTTCGATGTTGGGGAGTGTCAGACTGGGTCGTTCTAGAGGGGAAAGGAGGGCCCAGARAC
=700
GGCGAGAGAGCAGGCCGGGACGCAAATCCTCAGCCCCCGUGGUGCGCCACGTCTTCAGAAACGCC

AGGACCTCCGEGECTERGCCGCCGCGETTTGECC T TTGGAACTCAAGGETTCGTCTACCTGACCAT

: -600
TGGETEGCTCCGCEETTCACAC T TTTCTTOGCATG CCCCCCCACCCCECGCCACACCACCCCCCC
=24t

AGCCCCAGCRAATCCAARTCCGCCCCACGGACCTAGAGEGCTCTTEGGCGAGATCAGACATCACCC

ACTGTGTAGARGCTGTTGCCATTGCTGCTETCACASCCACTCCGGATGGGECTGCCACCETGEECC
-400
AGGACAGTCTCCTCCGACCECTTCCTGEGCTSCGUTAGESTTCGGEGEECGCTGCCCGCACGCTCC

GGCGGCGRAAGCGARMATCGCCOCGOGCCCGCCEGAGGAAGGUGACGEEEAGECAAGGEEEGAGGGCGE
-300
CTAGGAGGCGEETEGAGEGGECCEGCCECCCGEECCAGGTCET TTTTGARATGGTTTGGCGAGGRCGA
=200
ATTGTTAGACCCCGAGGARGECAGETCEGACGEGEEAGCEEEACTCEARAGCGCGAMAACTTTCCTA

TAAARACTTCGAAANGTCCCTOCTCCTCACGTCAGGCCAATGACACTGCTGCCCCCARACTTTCCE

-100 *
COTGCACGEAGGTATAACACGCCTCCARGTCTIGCAGC TCTCGCCCARCTCCCAGACACCTCGCGESE
+1

CTCTECAGCACCEGCACCGTTTCCAGGAGGCCTGGCGEEETGTCGCETCCAGCCETTEGECGCTTT

CTTTTTGGGACCTCCGEGCCATCCACACCETCCCCTCCCCCTCCCGCCTCCCTCCCCECCTCCCC
+100
CGCGCGCCCTCCCCGCGEAGETCCCTCCCETCCETCCTCOTECTCTCTCCTCCGOGGGCCGCATC
+200
GCCCBGECCGGCECCGOGCCGEEEEEEAAGCTEECGEGCTEAGGCGCCCCECTCTTCTCCTCTGEC

M M § D VvV 5 5 § P V

CCGGGCCCGCGAGGCCACGCETCECCGCTCGAGAGATGATGCAGGACGTGTCCAGCTCGCCAGTC
+300

s P A DD S L & N § EE E P DROQQUDOQOU©P P 5 G

TCGCOGGCCGACGACAGCCTGAGCAACAGCGAGGARGAGCCAGACCGGCAGCAGCCGCIGAGLGE
=400

XK R 6 ¢ R K R R T s = R T A G G G A G P G
CARAGCACCECEGACGCAAGCGGCGCACGAGCAGECGCACGGCEGGCEGLGETIGIGEGGCCCGGCaG

Sekil 2.7. insan TWISTI DNA dizisi.

15



G A G G G V G & G D E P 3 8 P AQ G XK R G K
GAGCGGETEECEE e TCREAGECCECEACGAGC OOGECAGCOCOGONCACEECARGCGCAECAAG
+500
K 8 A G C G G G GG AGG GGG S S8 8 G G G
F¥ Nebiopuclaieicleiahyeueielalccineeluciclneic nelacicelaeiclaeclocielseclortelortelarNelaclelaelelalele]
+600
S P Q §8 ¥ EEL QT QR VMAUNUV R EZR Q
GAGTCCGCAGTCTTACGAGGAGCTECAGACGCAGCGEETCATGECCAACGTECEGEAGCGCCAGT

R T ¢ 8 L N E A F A AL R K I I P T L P 5 D
GCACCCAGTCGCTCARCGAGGCCTTCGCCGUGCTGUGGAAGATCATCCCCACCCTGCCCTCGGAC
+700
K L 8 K I @ T L K L A A R Y I D F L ¥ Q V L
AAGCTGACGCAAGATTCAGACCCTCAAGCTGGOGGCCAGGTACATCCGACTTCCTCTACCAGETCCT
Q 8 D E L D 8 KM A S8 C 8§ ¥ vV A HE R L 8
CCAGAGCGACGAGCTEGACTCCARGATGGECAAGCTEGCAGCTATCTGECTCACGAGCGECTCAGCT

¥y A F 5 VvV W R M E G A W 5 M &8 A 8 H

ACGCCTTCTCGGTCTGGAGGATGGAGGGGECCTGGTCCATGTCCGCGTCCCACTAGCAGGCGGAG
+300

CCCCCCACCCCCTCAGCAGGGUCGGAGACCTAGGTARGGACCGCGCCGCTGCACCCCTTCGCCTC

—

TCAGGTGGCAGACGGCAGGCCGGCCAGGCCGCGGTTCCCRGTCCACCTCGATTTCCTCCCCTCTC
+1000
CCACTCTCCGCTCAGCCTTCCCACCTCACTTGGCACCGTTGCCTCECCGCCCCAGCGTCCCGGARG
+1100
GCCGGTCTGACCCCGUTAGGGAGAGCAGTCTCCAGGGGGATGCCCCCTGGTGAGEGGTGTGTETG

CECETEAGTC TGO TEACAGSACGEEAGACASACACACCCAGGETCACCGETAAGGACCETTTTG
+1200
TCAGCGUCACCCTT TCT T TCGECTTTCAATT T TIGTICTCCTTAAAACAAATGTTTTAARACAAR
+1300
TTCCACCTCCTCCTCCTTTCCACCCACCCACTTCCTCTTGCCCTTEGGCTCAMATCCTTCCAGET

TETTCAGCTTAAT T TCTCAGTGGTEGTCATAACGERACAGTGCTCACTAGTCTTAGARRACAGCCGT
+1400 <«

AGAGACCTAARCRATAACCCGACTCCCCCCCCCCOTCTGGETTTTTGCAGATGTCATTGTTTCCAG
+1500
AGAAGGAGRARATGGACAGTCTAGAGACTCTGGAGCTGGATAACTARAAATAAAAATATATGCCA

AAGATTTTCTTOCARATTAGRAGAGCAARATCCAMAA TTCALMGAMACAGGGCCTEGGGCECACTT
+1600

TTAAAAGAGRRAAGCCGAGACAGGLCCETEEACAGTCGATTCCCAGACGGGCAGCGGCACCATCCTCA
+1700
CACCTCTGCATTCTGATAGAAGT CTGRACAGTTGTTTGTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTGACGAAG

AATGTTTTATTTTTATTTTTTT CATGCATGCATTC T CARAGAGGTCGTEGCCARTCAGCCACTGAAR
+1800
GEARAGGCAT CACTATGGACT T TCTCTATTT TAAAATGGTARACAATCAGAGGAACTATARGAACA
+1900
CCTTTAGAAATAAAANTACTGGEATCARACTGGCCTCCARRAACCATAGTCAGSTTAATTCTTTTTT

TCATCCTTCCTCTGAGGGGAAARACALAAR AN AACTTARRATACARARRACAACATTCTATTTAT
+2000
TTATTGAGGA

Sekil 2.7. Insan TWIST! DNA dizisi.
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2.3.2. TWIST1 Protein Yapisi

TWISTI geni, bazik heliks-loop-heliks (bHLH) yapisinda, 202 aminoasitten
olusan ve 21 kDa agrliginda bir transkripsiyon faktoriinli kodlamaktadir [83] [84].
TWIST] transkripsiyon faktoriiniin dahil oldugu bHLH transkripsiyon faktorleri ii¢
alt-ailede incelenmektedir. Bunlar; sinif A, smif B ve simif C’dir. Sinif A proteinleri
memeli hiicrelerinde yaygin olarak eksprese edilen E12, E47, HEB, E2-2 ve
Daughterless’dir. Sinif B proteinleri, E-kutusu DNA dizilerine baglanabilmek icin
smif A proteinleri ile dimer olusturan ve dokuya ozgii ekspresyon gosteren
transkripsiyon faktorleridir. Sinif C proteinleri ise sinif A veya B ile heterodimer
olusturmayan proteinlerdir. Buna gore, TWIST1 transkripsiyon faktorii, E2A olarak
da tanimlanan E12 ve E47 ile heterodimer olusturan ve dokuya 6zgili ekspresyon
gosteren sinif B transkripsiyon faktorii sinifina dahildir [84] [87].

TWISTI protein dizisi {i¢ ana bolgeden olusur. Bunlar, N-terminal bolge (aa
1-108), bHLH bolge (aa 109—-163) ve C-terminal bolge (TWIST-box ve WR motif
aa—202)’dir. TWIST1 proteininin N-terminalindeki amino asitler ¢ogunlukla polar
olup lizin ve arjinin amino asitlerince zengindir [88]. C-terminalindeki amino asitler
ise genellikle non-polardir. Dolayisiyla proteinin N-terminalindeki yapis1 C-
terminaline gore daha fazla hidrofiliktir [84]. TWISTI’in N-terminalinde simdilik
fonksiyonu bilinmeyen NSEEE motifi (aa 19-23) olduk¢a korunmustur. Bunun yani
sira N-terminalde iki adet niiklear lokalizasyon sinyali (NLS) bulunur. Bu bolgeler;
NLS1, RKRR (aa 37-40) ve NLS2 KRGKK (aa 73-77) bolgeleridir [88]. Ayrica N-
terminal bolgede HAT ve p300/CREB baglanma proteini (CBP) (aa 30-64)
fonksiyonel motifi yer alir [89]. p300/CREB histon asetilasyonunu, TWIST1’in
hiicre ¢ekirdegine gociinli ve transkripsiyonel aktivitesini saglamaktadir [87],[90].
Bunun yanmi sira Glisin amino asiti bakimindan zengin bir bolge (aa 80-98) de
mevcuttur. Bu bolgenin devaminda dimerizasyon i¢in gerekli olan bHLH yapis1 (aa
108-161) yer alir. E12 ve E47 gibi dimerizasyon partnerlerinin baglandigi bHLH
bolgesinin yaninda kaspaz-3 i¢in tanima dizisi olan DELD motifi (aa 170-173)
bulunmaktadir. Bu dizi TWIST1 inaktivasyonunun diizenlenmesini saglar. C-
terminale yakin bolgede ise WR motifi/TWIST kutusu yiiksek oranda korunmustur
ki bu bolge Runx2 baglanma dizisi (aa 183-202) olarak tanimlanmistir [88] [87]
(Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Omurgali canlilar arasinda TWIST1 protein dizisinin karsilastirilmasi.

2.3.3. TWIST1 Dimerizasyonu

TWIST1 dimerize olarak fonksiyon gosterir ve bunun ic¢in bazik amino
asitlerce zengin olan amfipatik 1. o-heliks bolgesi 6nemlidir [91]. Bu bolge ile
TWIST1 hem homodimer hem de heterodimer olusturabilir [92] (Sekil 2.9).
Heterodimer yapilarin homodimerlere gore daha fazla fonksiyon gosterdigi
anlagilmistir, ¢iinkii heterodimerler homodimerlere gore daha kararlidir. Bunun
nedeni  heterodimerizasyonun ~ TWIST1’1  ubikuitin-baglh  degradasyondan
korumasidir. [89].
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Sekil 2.9. TWIST1 transkripsiyon faktoriiniin homodimer ve heterodimer yapisi.

TWISTI1, homodimer veya heterodimerleri farkli genlerin indiiksiyonunu
saglar. Bu sekilde farkli hiicresel yolaklar indiiklenebilir. Ornegin, E2A (E12 ve E47)
ile olusturdugu heterodimerler Trombospondin ekspresyonunu indiiklerken, TWIST1
homodimerleri ise FGFR2 ve Periostin ekspresyonlarini indiiklemektedir. Bu
ozgiillik bHLH bolgesinin fonksiyonudur [89]. Buna kanit olarak, TWIST1 bHLH
bolgesini kodlayan gen bolgesinde meydana gelen yanlis anlamli (missense)
mutasyonlarinin  protein dimerizasyonunu ve DNA baglanmasini engellemesi
verilebilir [93].

2.3.4. TWIST1 Fonksiyonu

Transkripsiyonel regiilasyonda TWIST1, genlerin promotor bdlgesinde yer
alan ve E-kutusu olarak bilinen “CANNTG” tanima dizilerinden DNA’ya non-
kovalent baglanarak islev goriir [88] [89] (Sekil 2.10). TWIST1 baglandigi
promotorlarda transkripsiyonu aktive veya inhibe eder. TWIST1 morfogenezde [94],
miyogenez hiicre farklilagsmasinda [95], norogenezde [96], kardiyogenezde [97],
hematopoiezde [94], osteogenezde [98], inflamasyonda [99] ve tiimor olusumunda
[94] rol alan pek ¢ok genin ekspresyonunu kontrol eder. Ornegin AKT2, STAT3 ve
c-SRC gibi proto-onkogenlerin ekspresyonunu indiiklerken [86], [100], [101], p53,
pl4 ARF ve E1A gibi tiimor baskilayici genlerin ekspresyonunu inhibe etmektedir
[102], [103] [104].
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Sekil 2.10. TWIST1 transkripsiyon faktoriiniin gen regiilasyonunu diizenlemesi.
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2.3.5. TWIST?’in Embriyonal Gelisimdeki Rolii

TWIST1 ilk olarak Drosophila, Xenopus ve fare tiirlerinde karakterize
edilmistir. Bu ¢alismalarla plasenta ve mezodermal kdkenli doku ve hiicre tiplerinde
fazla miktarda eksprese edildigi tespit edilmistir. [85]. Biitiin embriyonik gelisim
asamalarinda niiklear lokalizasyon gosterir. Blastoderm asamasinda iki kutupta ve
endoderm-mezoderm farklilasmas1 olan orta-ventral bolgede eksprese edilirken,
ilerleyen embriyonik asamalarda ise sadece mezoderm tabakasinda yiiksek
ekspresyon gosterir. TWIST1 homozigot mutant embriyolara bakildiginda
gastriilasyon agamasindaki ventral yarik olusumunda bozulma, mezoderm ve internal
organlarin kayb1 meydana gelmektedir [105].

Embriyogenez c¢alismalar1 TWIST1’in  6nemi ac¢isindan aydinlatici
olmaktadir. Drosophila embriyolarinda mezoderm formasyonu ile ilgili yapilan
calisgmalarda TWIST1’in  Snail ekspresyonunu arttirdigt  ve mezoderm
farklilasmasina sebep oldugu belirlenmistir. Noral krest gelisiminde ise Snail ve Slug
ekpresyonlart ile TWIST1 ekspresyonunun gozlendigi noral plate sinirinda
kolokalize olduklar1 saptanmistir [106]. Ayrica TWIST1-Hand2 heterodimerizasyonu
ekstremite gelisimi agisindan Onemli genlerin ekspresyonunu diizenler [107].
Iskeletal gelisim sirasinda TWIST1 “TWIST kutusu” bolgesi (aa 183-202)
araciligityla Runx2’ye baglanarak fonksiyonu inhibe edilir. Bu inhibisyon anti-
osteojenik etki saglar. Dolayisiyla erken farklilagsmayi engelleyerek iskeletal
malformasyonlarin gelismesini 6nler [108].

Embriyonik evrelerde TWIST ekspresyon seviyesinin oldukc¢a yiiksek
olmasina karsin yetiskin dokularda ekspresyonunun baskilandig1r gosterilmistir.
Yapilan doku incelemeleriyle sadece belirli mezenkimal kokenli dokularda
ekspresyonunun devam ettigi ortaya c¢ikarilmistir. Bu dokulardaki TWIST
mutasyonlari, erken hiicre farklilasmasina bagli olarak cesitli malformasyonlara
neden olmustur. Bu durum ilk olarak Howard H.D., ve arkadaslarinin 1997°deki
aragtirmasiyla ortaya konmustur. Saptanan TWIST mutasyonlar1 kranyofasiyal ve
ekstremite anomalileri ile karakterize Saethre-Chotzen Sendromu olarak tanimlanan
otozomal dominant karakterli kranyosinostozis sendromuna neden olmaktadir [83].

2.3.6. TWIST1 ve Kanser Metastazi

Metastaz, tiimor hiicrelerin invazyon kabiliyeti kazanarak dolasim sistemi
araciligiyla farkli doku ve organlara yayilmasidir. Kanserin tedavisini zorlastiran en
onemli olay metastazdir ve buna bagl 6liimlerin %901 metastaz nedeniyle meydana
gelmektedir [43]. Timor invazyonu ve metastaz ile 1ilgili olarak yapilan
arastirmalarda kilit noktanin E-Kaderin kayb1 oldugu gésterilmistir. Ornegin, meme
kanserinin progresyonu ile iligkili olarak invazif duktal karsinoma orneklerinin
%97’sinde E-Kaderin kayb1 meydana geldigi saptanmistir [109].

Epitelyal kokenli dokularda TWIST ekspresyonu baskilanmis vaziyettedir.
Fakat metastatik karsinoma doku oOrneklerine bakildiginda EMT siirecinde olan
hiicrelerde, normalde susturulmus olan TWIST’in tekrar eksprese edildigi
gosterilmistir. Metastatik olmayan ve metastatik meme karsinoma hiicre hatlar
arasindaki TWIST ekspresyonlart kiyaslandiginda metastatik fenotipin artisina
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paralel sekilde TWIST ekspresyonunda da artis meydana geldigi gosterilmistir.
Ayrica, bu durum in vivo olarak da BALB/c farelerde dogrulanmistir. Ekzojen olarak
TWIST ekspresyonunun saglandigi normal epitelyal kokenli bobrek hiicrelerinde
(MDCK) EMT siirecinin basladigi, hiicrelerin E-Kaderin baskilanmasiyla beraber
mezenkimal markerlarinin arttigt ve hiicrelerin invazyon kabiliyetini kazandigi
belirlenmistir [25].

TWIST1in yiiksek ekspresyonu kanser gelisimi ve diisiik sagkalim oranlar
ile koreledir. TWIST1’in bu yondeki etkisinin temel mekanizmasi hiicre
proliferasyonunu ve EMT’yi indiiklemesidir [110]. TWIST1 meme, prostat, akciger,
uterus, karaciger, Ozofagus, osteosarkoma, gastrik karsinoma, melanoma,
rabdomiyosarkoma gibi bir¢ok kanser tiiriinde yiiksek ekspresyon gostermektedir. Bu
bakimdan giiniimiizde TWIST1 bir onkogen olarak kabul edilmektedir [110].

2.3.7. Metastatik Karsinomlarda Epigenetik TWIST1 Modifikasyonlar1

Epigenetik c¢aligmalar, kanserin erken evrelerinde TWISTI promotorunun
metilasyon artigin1  belirlemistir [111]. Arastirmalar TWIST1 hipermetilasyon
durumunun gen ekspresyon artistyla korele oldugunu ileri siirmektedir. Meme,
Serviks, Over, Mesane, Kolon, Rektum, Gastrik, Akciger, Kemik ve Beyin
kanserlerinde yapilan incelemelerde 7WISTI’in promotor hipermetilasyonu
gozlenmektedir [112]. Invazif meme karsinomu ornekleri incelendiginde TWISTI
promotor hipermetilasyon oranlar1 %16-77 arasinda degismektedir [113]. Meme
kanserinin lokal ve uzak metastaz (kemik, beyin ve akciger) drnekleri TWISTI geni
ile iliskili olarak kiyaslandiginda hipermetilasyon oraninin arttigi tespit edilmistir
[114]. Ancak, invazif meme kanseri olgulariyla yapilan ¢alismalarda TWIST1 'in CpG
hipermetilasyonu ile mRNA ve protein seviyesi karsilastirildiginda bir iliskinin
olmadig1 gosterilmistir. Bunun yani1 sira TWISTI promotor bolgesinin proksimal
kisminin gen ekspresyonunu etkilemedigi ortaya konmustur. Dolayisyla TWIST]
geninin epigenetik paterni ile protein ekspresyon seviyeleri paralellik
gostermemektedir [113].

2.3.8. Kanserde TWIST1 GenininTranskripsiyonel Aktivasyonu

Kanser metastazini saglayan dnemli molekiillerden biri de EGF’dir. Kronik
EGF muamelesi hiicrelerde E-kaderin baskilanmasina ve hiicre-hiicre baglantilarinin
zayiflamasina neden olmaktadir. EGF muamelesi ile beraber bu baskilanma TWIST1
aktivasyonu ile 6zdeslesmistir. Ayrica, EGFR ekspresyon artis1 ile beraber TWIST1
ekspresyonunun da arttigin EGFR-null hiicrelerde gosterilmistir. EGFR ve
JAK/STATS3 inhibitorleri varliginda ve STAT3 dominant-negatif formunun eksprese
edildigi hiicrelerde  TWIST1’in transkripsiyonel ekspresyonu baskilanmaktadir.
Kromatin  immiinopresipitasyon ¢aligmalart EGF indiiksiyonu neticesinde
JAK/STAT vyolaginin aktivasyonuyla STAT3 transkripsiyon faktoriiniin TWISTI
promotoruna baglandigin1 gostermistir. STAT3, TWISTI promotor bdlgesinde 26
niikleotidlik bir bolgeye baglanir ve TWIST1 ekspresyonunu indiikler [101].

TWISTI gen ekspresyonunu arttiran faktorlerden biri de distal-less
homeobox gene 4 (DLX4)’dir. Yetiskin dokularda eksprese edilmemektedir ancak
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l6semi, akciger, meme, over ve prostat kanserlerinde ekspresyonu artmaktadir.
Molekiiler hedefleri ve mekanizmasi tam olarak agiklanmamis olsa da tiimor
metastazini indiikledigi tespit edilmistir. Arastirmalar DLX4’iin timOr metastazini
EMT siirecinde TWIST1 {izerinden tetikledigini gostermektedir. DLX4 yiiksek
ekspresyonu TWIST1 ekspresyonunu da arttirir. DLX4 ekspresyonu baskilandiginda
TWIST1 ekspresyonu da azalir. DLX4, TWISTI geninin regiilator bolgesine
baglanarak TWIST1’in transkripsiyonel indiiksiyonunu saglar [115].

Epigenetik regiilasyonda énemli fonksiyonlari olan enzimlerden biri Histon
Deasetilaz (HDAC)’ lardir. Bu enzimler epigenetik modifikasyonlarla kanser
hiicrelerinin biiylimesi, farklilagmasi ve apoptozu tizerinde 6nemli rolleri olan bir aile
igerisinde ele alinir. Bu aileden HDACS enzimi ilk olarak osteosarkomada tespit
edilmistir. HDACS osteosarkoma hiicrelerinde proliferasyonun artisina sebep
olmaktadir. HDACS5’in bu siirecte TWIST1 mRNA’sinin artigina neden oldugu ve bu
sayede tiimorigenezi tetikledigi ileri stiriilmektedir [116].

2.3.9. EMT iliskili Kanser Kok Hiicre Olusumunda TWIST1’in Rolii

Timor yapisinda mevcut olan kanser kok hiicreleri (CSC) tiimor gelisimini,
tekrarin1 ve metastazini devam ettiren, yiikksek membran transporter ve telomeraz
aktivitesine sahip hiicrelerdir ve tedavide basarisizliga neden olurlar [117], [118],
[119]. Meme kanseri hiicrelerinin alt popiilasyonu olan ve CSC karakteristigi
gosteren hiicrelerin yiiksek CD44 ve diisiik CD24 (CD447/CD24°) ekspresyonu
gosterdikleri belirlenmistir. Bu hiicreler ayn1 zamanda yiiksek TWIST1 ekspresyonu
gosterir. TWIST1 CD24 promotorundaki E-kutusu dizilerine baglanarak bu genin
ekspresyonunu baskilar, CD44 ve aldehit dehidrogenaz (ALDH) genlerinin
ekspresyonunu ise indiiklemektedir. Bu durumda CD44*/CD24  olan meme kanseri
hiicreleri olusumunda TWIST1 6nemli rol oynamaktadir [118]. EMT-iliskili olarak
baktigimizda yiiksek TWIST1 ekspresyonu gosteren hiicrelerde CD44 artis1 ile
beraber niikleer B-katenin birikimi s6z konusudur. E-kaderin baskilanmas1 sonucunda
B-katenin serbest kalarak hiicre c¢ekirdegine go¢ eder TCF/LEF transkripsiyon
faktorli ile baglanarak transkripsiyonel regiilasyonda rol oynar. TWIST1 eksprese
eden hiicrelerde B-kateninin GSK3f tarafindan fosforilasyonu azalmaktadir ve bu
sayede proteozomal degradasyondan korunmaktadir. GSK3p baskilanmasinin
yanisira TWIST1 eksprese eden hiicrelerde AKT aktivasyonunun da yiiksek oldugu
ve Snail diizeyinin arttig1 belirlenmistir. CD44 ekspresyonunda B-katenin ve AKT
etkisini belirlemek i¢in bu yolaklar inhibe edilmistir. Sonugta bu hiicrelerde CD44
ekspresyonu azalmustir. ikisi beraber inhibe edildiginde ise CD44 baskilanmas1 daha
da artmaktadir. Bu sonuglar, EMT-iligskili CSC 6zelliklerinin kazanilmasinda
TWIST1 ve neticede B-katenin yiiksek ekspresyonunun ve AKT aktivasyonunun
onemli rol oynadigin1 géstermektedir [120].
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2.3.10. TWIST1’in Apoptoz ile iliskisi

pS3 hiicre dongiisiiniin ve apoptozun kontroliinde dnemli rol oynamaktadir
[104], [121]. DNA hasar1 meydana geldiginde p53 fosforile edilerek aktiflesir ve
hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurarak DNA onariminin ger¢eklesmesi i¢in zaman
kazandirir. Hiicrenin bu fazda durdurulmasi p53°iin p21°i transaktive etmesi ve Rb
fosforilasyonunun engellenmesi sonucunda gergeklesir. DNA hasart ¢ok biiyiik ve
tamir edilemeyecek diizeyde ise p53 apoptoz siirecinin baglatilmasimi saglar. p53-
indiiklii apoptoz olayr temel olarak Bax ekspresyonunun artmasiyla ve mitokondri
membranindaki Bcl-2/Bax oraninin degismesiyle sitokrom c salinimi neticesinde
baslar. Bir transkripsiyon faktorii olan Mdm2 (murine double minute 2) p53
proteinine baglanarak inhibisyonuna veya gen ekspresyonunu azaltilmasina neden
olur. DNA hasart oldugunda p53 fosforile edilerek Mdm2’den ayrilir ve serbest
kalarak aktivasyon kazanir [122]. Aktif p53, hedef genlerin promotor dizilerindeki
10 b¢’nden olusan konsensus DNA tanima dizisine “5'-PiPiPuC(A/T)(A/T)GPiPiPi-
3" baglanir ve hedef genlerin transkripsiyonel aktivasyonunu gercgeklestirir [123].
pS3, hiicre dongiisii aresti, DNA tamiri, senesens veya apoptozda onemli olan
CDKNIA, PCNA, GADD45, BAX, NOXA, MDM?2 ve miR-34a genlerinin
transkripsiyonunu arttirir [124]. Neticede pS53-bagimli apoptoz, mitokondriden
sitokrom c¢ salimimi ile Apafl-kaspaz 9 yolagi iizerinden gergekleserek hiicre
Olumiinii saglar [123].

Bunun yani sira p53 kaybinin hiicrede invazyon kabiliyetinin kazanilmasinda
da onemli oldugu belirlenmistir. Arastirmalar p53 kaybinin hiicrede polarite ve
morfoloji degisimlerine ve EMT siirecine girerek invazif 6zellik kazanmasina sebep
olabildigini gostermistir. [124]. Gastrik kanser hiicrelerinde TWIST1 ekspresyon
degisikligine bagli olarak p53 ekspresyonu degismektedir. TWISTI’in yiiksek
ekspresyonu durumunda p53 ekspresyonunda 3 kat azalma ve TWIST1’in tamamen
baskilandigi durumda ise p53 ekspresyon seviyesinde %100 oranda artis
saptanmistir. Bu arastirmayla gastrik kanserinde TWIST1’in p53°iin ekspresyonunu
baskiladig1 gosterilmistir [125]. TWIST1, p53 regiilatorii olan ARF tiimor baskilayict
proteinin ekspresyonunu da baskilar. Bu sayede ARF/MDM2/p53 yolagim1 bloke
eder ve p53-indiiklii apoptozu baskilar [104].

2.3.11. Kemoterapotik Hedef Olarak TWIST1’in Onemi

Glinlimiizde arastirmalar kanser gelisimi ve metastazdaki rolii acisindan
TWISTI ve sinyallesmesinin iizerine yogunlagmaktadir. Terapotik hedef olarak ele
alman TWIST1 icin ¢esitli hedefe yonelik stratejiler gelistirilmektedir. Bunlar RNA
teknolojileriyle TWIST1 inaktivasyonu, TWIST1-6zgii kemoterapotik ilaglarin
gelistirilmesi, antioksidan tedavi, TWIST1 aktivator antagonistlerin uygulanmasi,
TWIST1-nlikleozom baglanmasinin bloklanmasi, TWIST1’in ubikitinasyonla
degradasyonu, TWISTI! geninin epigenetik modifikasyonlarla ekspresyonunun
baskilanmasi seklinde 6zetlenebilir [112].

Terapotik hedef olarak TWIST1’in RNA interferans (RNAi) araciligi ile
baskilanmasi, tiimor metastaz1 tedavisi agisindan umut verici sonuglar gostermistir.
Bu baskilanma neticesinde A549 akciger kanseri hiicre hattinda hiicresel senesensin
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tetiklendigi ve ayn1 zamanda cisplatin tedavisine de duyarlilik gelistigi saptanmuistir.
Cisplatin (DDP) DNA’ya hasar veren bir ajandir ve yillardir kii¢lik hiicreli olmayan
akciger kanseri (NSCLC) tedavisinde kulanilmaktadir. Ancak bircok hastada
cisplatine karsi direng gelisebilmektedir. Kemosensitiviteyi arttirmak admna cesitli
yeni tedavi secenekleri halen denenmektedir. Yapilan aragtirmalar TWIST1 in
antikanser ajanlara kars1 direnci arttirdigini gostermistir. A549 hiicrelerinde TWIST1
ekspresyonu RNAI ile baskilandiginda JNK/mitokondriyal yolak aktive olmaktadir.
Bunun neticesinde, A549 hiicrelerinin cisplatine duyarlilig1 artmaktadir. Bu durumda
TWISTI1 deplesyonu cisplatin direngli kanserlerde umut verici bir yaklasim olarak
distiniilmektedir [126]. Buna ilave olarak benzer sekilde, metastatik meme kanseri
hiicre hatti olan MDA-MB-231 hiicrelerinde TWIST1’in RNAi-aracil1 baskilanmasi
kemoterapétik ajan olan Adriamycinin hiicreler iizerindeki etkisini arttirmaktadir
[127].

RNAI stratejisi ile TWIST1 baskilanmasinin yani sira, ¢esitli kemoterapdtik
ajanlar da TWIST!’in ekspresyonunu baskilayabilmektedir. Daha once de
bahsedildigi gibi potansiyel kemoterapotik olan Paclitaxel uygulamasi laringeal
karsinoma Hep-2 hiicre hattinda apoptozu indiiklemektedir. Paclitaxel bu
indiiksiyonu, TWIST1 ekspresyonunu baskilayarak yapmaktadir. Bunun aksine
yilksek TWIST1 ekspresyonu varliginda ise hiicrelerin paclitaxele karsit direng
gelistirdigi ve tedaviye yanit vermedigi belirlenmistir [128]. Dolayisiyla tedavi
acisindan TWIST1 ekspresyonunun baskilanmasi veya aktivasyonunun engellenmesi
gerekmektedir.

24. Hipotez

EGF muamelesi ile AKT aktivasyonu neticesinde, TWIST1 yapisindaki S42,
T121 ve S123 amino asitlerinin AKT-aracili fosforilasyonu ile aktive olacagini ve
aktive olan TWISTI1’in hiicre cekirdegine go¢ ederek, E-Kaderin ekspresyonunu
baskilamasi ve N-Kaderin ile Vimentin ekspresyonlarini indiiklemesi sonucunda
EMT siirecini baslatacagin1 ongdrmekteyiz (Sekil 2.11). Bu nedenle AKT-aracili
TWIST1’in aktivasyonunu saglayan hedef amino asitlerin belirlenmesi ¢aligmamizin
hipotezini olusturmaktadir. Ayrica, TWIST1 aktivasyonunu veya ekspresyonunu
baskilayabilecek hedef terapdtik molekiillerin  aragtirilmast  projemizin ikinci
asamasini olusturmaktadir. Bunun i¢in antikanser etkileri oldugu belirlenmis
Dracunculus vulgaris (Yilan yastig1) [129] ve Achillea millefolium (Civan percemi)
[130] bitkilerinden organik molekiil ekstraksiyonu ile olast TWISTI inhibitor
molekiillerin arastirilmasini amagladik.
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Sekil 2.11. TWIST1’in AKT-aracili aktivasyonu ve etkileri.
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MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismamizda SV-40 transforme insan embriyonik bobrek hiicreleri (293T)
ve MDA-MB 231 (metastatik insan meme kanseri) hiicrelerinin kullandik.
Hiicrelerin tamami L-glutamin, esansiyel olmayan amino asitler, sodyum priivat,
%10 Fetal Bovin serum (FBS-Biochrom cat. no: SO115) ve Penisilin /Streptomisin
Amfoterisin (BI- 03 033 113) eklenmis DMEM (Dulbecco’s modified eagle
medium-Biochrom FG0415) icinde monolayer kiiltiirler olarak % 5 CO,’lik atmosfer
ve 37°C’lik inkiibatorde (Shellab) ¢ogaltildi.

3.2. Hiicrelerden TRIZOL ile RNA izolasyonu

1.
2.

3.

9.

10.
11.
12.

Hiicre kiiltiirii kabindan medium uzaklastirildi.

Hiicreler iizerine 100mm’lik petriye (Corning-430167) 6ml olacak
sekilde direkt olarak TRIZOL (Sigma-T9424) eklendi.

Oda sicakliginda 5dk inkiibasyondan sonra siispansiyon 1’er ml.lik
hacimlerdel,5 ml’lik ependorf tiiplere (Axygen MCT-150-C) boliindii.
Uzerine 100 pl 1-Bromo-3-chloropropane (BCP- Sigma B9673)
eklendi ve vorteksle karistirildi.

Oda sicakliginda 10 dk inkiibasyondan sonra 12.000 g’de 15dk 4°C’de
santrifiij (Eppendorf-minispin) edildi.

Olusan iki fazdan tstteki renksiz kisim yeni bir ependrofa aktarildi.
Uzerine 500 pl izopropanol (Merck 995.1000) eklendi ve altiist
edilerek karistirildi.

Oda sicakliginda 10 dk inkiibasyondan sonra 12.000 g’de 4 °C’de 8 dk
santrifiij edildi.

Siipernatant atilarak RNA pelleti iizerine 1mL %75’lik etanol (Merck
100967) ilave edilerek yikandi.

7500 g’de, 4°C’de, 5 dk santriifiij edildi.

Stipernatant atilarak RNA pelleti 3-5 dk kurumaya birakildi.

Pelletin yogunluguna gore RNaz icermeyen H,O eklendi.

3.3. RNA Orneklerinin Spektrofotometrik Olciimii

Izole edilen RNA 6rneklerinin saflik ve miktarlar1 spektrofotometre (Thermo
Multiskan GO) ile olciildii ve asagida belirtilen formiile gére hesaplandi. cDNA
sentezi i¢in 1 pg RNA kullanildi.

RNA (ug/mL) = 40 x A260 x DF (Diliisyon Faktorii)

26



3.4. Izole Edilen RNA’nin ¢cDNA’ya Déniistiiriillmesi Reaksiyonu

Bu reaksiyon i¢in Roche Kiti (05 081 955 001) kullanildi. Spektrofotometre
Olciimii miktar1 belirlenen RNA’dan 1 pg, Random hekzamerden 2 pl ve steril
H,O’dan 8,4 ul alimarak 0,2’lik ependorf tiipiine kondu ve 65°C’de 10 dk denatiire
edildi. Bu karisimin iizerine 4 ul 5x reaksiyon tamponu, 0,5 ul RNAz inhibitorii, 2 pl
dNTP karigimi, 1 ul DTT (Dithiothretiol D0632) ve Revers Transkriptaz enzimi ilave
edilerek final hacmi 20 ul olan bir reaksiyon karisimi hazirlandi. Reaksiyon 55 °C’de
30 dk ve 85 °C’de 5 dk olacak sekilde thermal cycler cihazinda gerceklestirildi.

3.5. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Yontemi
PCR reaksiyonu Bio-Rad (MyCycler) ve PCR System 9700 (Gene Amp ®)
marka thermal cyclerlarda gergeklestirildi.

3.5.1. PCR Reaksiyonu, Icerigi ve Kosullar

Insan TWIST1 klonlama primerleri ile yaptigimiz PCR kosullar sdyledir; 1x
Tampon, 2mM MgCl,, Ipmol dNTP, 1’er pmol ileri ve geri primerler, %5 DMSO
(Sigma cat. No: D5879), 2 iinite Taq Polimeraz ve 100 ng cDNA’dir (Kit: Thermo
scientific-Fermentas-EP0401). Thermal Cycler cihazinda 94°C’de 5 dk on
denatiirasyon, 35 dongii olmak iizere; 94°C’de 45 sn, 58°C’de 45 sn, 72°C’de 1 dk ve
son uzatma 72°C’de 7 dk olacak sekilde amplifikasyon gergeklestirildi. Reaksiyon
agaroz jel elektroforezinde kontrol edildi.

3.5.2. Insan TWIST1 ¢cDNA’simin Amplifiye Edilmesi I¢in Kullanilan Klonlama
Primerileri

[leri primer: 5°- CGC GGA TCC GCC ACC ATG ATG CAG GAC GTG
TCC AGC TCG CCA GTCTCG CCG G -3

Geri primer: 5°-CGC GGA TCC GTG GGA CGC GGA CAT GGA CCA
GGCccce-»

BamHI kesim bolgesi alt1 ¢izgili olarak gdsterilmistir.

3.6. Amplifiye Edilen Insan TWIST1 cDNA’smmin ve pcDNA 3.1 (A)
Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi
Klonlama islemi igin, insert ve vektor BamHI enzimi ile kesildi ve fenolle
temizlendi. Vektoriin 5’-terminali defosforile edildikten sonra insert ile ligasyon
islemine tabi tutuldu. Ligasyon sonrasinda vektordeki insert yonii Apal enzim kesimi
ile belirlendi.

3.6.1. Insan c¢cDNA’sinin ve pcDNA3.1(A) Vektoriiniin BamHI Restriksiyon
Enzimi ile Kesilmesi
BamHI enzim kesimi i¢in Fermentas (ER0051) kiti kullanildi. Reaksiyon
kosullar1: 1x Reaksiyon Tamponu, 10 tinite BamHI enzimi, 1 pg pcDNA3/ TWIST1
cDNA ve steril HyO’dur. Reaksiyon 50 ul’de gergeklestirildi ve gece boyu 37°C’de
inkiibasyona birakild1.

27



3.6.2. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiileme Sistemi

3.6.2.1.% 1,5 Agaroz Jelin Hazirlanmasi

1,5 gram agaroz (Sigma-A5093) tartilarak 100 ml 1XTBE’de (Tris-Sigma
T1503/Borat-Merck 1.00165.1000/EDTA-Sigma E5134) ¢oziildii. 50-55°C’ye gelene
kadar sogutuldu. 0.5 pg/ml etidyum bromiir (Sigma E8751) ilave edildi.
Elektroforez kiivetine taraklar yerlestirilerek sivi agaroz jel elektroforez kiivetine
dokiildii. Oda sicakliginda 15-20 dk polimerize olmasi i¢in beklendi. Jel polimerize
olduktan sonra taraklar jelden alind1 ve agaroz jel elektroforez tankina yerlestirildi
(BioRad).

Islemler

%1.5’lik agaroz jel, icerisinde 1XTBE bulunan elektroforez tankina
yerlestirildi. PCR {iriinii ve 50bg¢’lik marker yilikleme tamponu kullanilarak
kuyucuklara mikropipet yardimiyla yiiklendi. Elektroforez tankina bagli gii¢ kaynagi
ile 100 voltta 45 dk yiiriitiildii. Siire sonunda 6rnekler UV 151k veren transilluminator
yardimiyla incelendi. Syngene (Ingenius) transilluminator aletine bagli olan
monitorlii sistem kullanilarak fotograflar alindi.

3.6.3. pcDNA3.1(A) Vektoriiniin ve TWIST1 cDNA’sinin Fenolle Coktiirme
Yontemiyle Temizlenmesi
1. Enzim kesimi yapilmis 6rnek (50 pl) tizerine 250 pl 1xTE (Tris-EDTA)
eklendi.
2. Uzerine 300 pl Fenol (AppliChem A1624.0500)/Kloroform (Merck
1.02445.2500) /izoamil alkol (Merck 977.1000) (25:24:1) eklendi.
3. 30 sn vorteksle (Biosan V1 plus) karistirildiktan sonra 15 dk buzda
bekletildi.
10.000 rpm’de santrifiij edildi.
Ayn bir tiipe lst fazin 250 ul’si alinarak 25 pl 3M Sodyum Asetat
(pH:5.4) (Sigma S2889) ile karistirilda.
6. Bu karisim tiizerine 2 volum (550 pl) soguk absolut etanol eklenerek 1
saat -20°C’de bekletildi.
Siire sonunda 14.000 rpm’de, 4°C’de, 30 dk santriifiij edildi.
Etanol uzaklastirilarak kurumasi saglanir ve steril H,O’da ¢o6ziildii.

e

o N

3.6.4. pcDNA3.1(A) Vektoriiniin Dana Intestin Alkalen Fosfataz CIAP ile

Muamelesi

Enzim kesimi yapilmis vektoriin klonlamada kullanilabilmesi i¢in 5’-terminal
kisimlarindaki fosfat gruplarinin defosforile olmasi gerekmektedir. Klonlama iglemi
i¢in hazirlanan vektoriin CIAP reaksiyonu Invitrogen kiti (18009-027) kullanilarak
gergeklestirildi. Kit kosullar1 soyledir: 1x Buffer, 0,01 {inite CIAP enzimi, 1 pg
vektor ve steril H,O. Reaksiyon 40 ul’de hazirlanmig ve 37°C’de 30 dk inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda vektor tekrar fenolle temizleme islemine tabi tutuldu ve %1
agaroz jelde kontrol edildi.
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3.6.5. Insan TWIST1 ¢cDNA’simin pcDNA3.1(A) Vektoriine T4 DNA Ligaz

Enzim Reaksiyonuyla Klonlanmasi

BamHI ile kesilmis ve fenolle ¢oktiirme yontemi ile temizlenmis olan vektor
ve insertiin T4 DNA ligaz (Invitrogen 15224-017) yardimiyla klonlandi. Reaksiyon
kosullar1 sdyledir: 1xReaksiyon Tamponu, 3 volum (750 pg) insert (TWISTI1), 1
volum (250 pg) vektor (pcDNA3.1), 1 iinite T4 DNA Ligaz ve steril H,O. Reaksiyon
karigimi  4-16°C’de geceboyu inkiibasyona birakildi. Klonlamanin gergeklesip
gerceklesmedigi %1 agaroz jelde kontrol edildi.

3.6.6. inframe Klonlama isleminin Oryantasyon Yoéniiniin Belirlenmesi icin

Apal Enzim Kesiminin Gergeklestirilmesi

T4 DNA Ligaz reaksiyonu sonrasinda insert iceren vektorler %1 agaroz jelde
belirlendi. Insertiin vektdrde oryentasyon yoniiniin saptanmasi igin ilgili vektoriin
Apal enzimi (New England Biolabs RO1145) ile kesimi gerceklestirildi. Reaksiyon
kosullar1 sdyledir: 1x Reaksiyon Tamponu, 1x BSA (Bovine Serum Albumin- Irvine
Scentific 1024), 1 tinite Apal, 1ug vektor ve steril HO. Reaksiyon karigimi 30 °C’de
geceboyu inkiibasyona birakildi ve %?2’lik agaroz jelde kontrol edilerek vektoriin
sense veya antisense oryentasyon yonii belirlendi.

3.7. Dogru Oryentasyon Klonlama Yoniine Sahip pcDNA3.1(A) Vektoriin
Cogaltilmasi Icin E.coli DH5a Susuna Transformasyonu
Transformasyon igleminin gergeklestirilebilmesi i¢in Oncelikle DHS5a
bakterilerinin plazmit vektorii alabilmeleri icin kompetan hale getirildi ve ardindan
transformasyon islemi gerceklestirildi.

3.7.1. CaCl, Yontemiyle Kompetan DHSa Hazirlanmasi

Kullanilan Soliisyonlar

1. 200 ml LB broth (Merck 1.10285.0500)(2g/100mL) hazirland1 ve otoklav
edildi.

2. 50 mM CaCl, (Sigma C1016) /10 mM Tris (pH:7.4)

3. %100 gliserol (Sigma G2025).

Uygulama

1. Bir koloni ya da dondurulmus DHS5a E.coli susundan 20 pl alinir ve 10
ml LB s1v1 besiyerine konuldu.

2. 37 °C galkalamali etiivde geceboyu inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonucunda 1-2 ml almarak 200 ml LB besiyerine kondu ve 4

saat inkiibe edildi.

0.Dgnp =0,2-0,5 araliginda olmalidir.

200 ml besiyeri 10 dk buzda bekletildi.

6. 50 ml.’ Lik falkonlara boliindii ve 2000 rpm’de +4° te 5 dk santrifiij
edildi.

7. Siipernatan atildi. Onceden sogutulmus 50 mM CaCl, /10 mM Tris
(pH:7.4)’den 100 ml ilave edildi.

noe
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8. 15 dk buzda bekletildi. 2000 rpm’de 4°C’de te 5 dk santrifiij edildi.

9. Siipernatant atildi. Pelet iizerine 9 ml 50 mM CaCl, /10 mM Tris (pH:7.4)
ve 1 ml %100 gliserol karisimindan konarak homojenizasyon saglandi.

10. 250 pL miktarlarinda 1,5 ml’lik ependorf tiiplere boliindii ve —80°C’de
saklandi.

3.7.2. E. Coli DHSa susuna Plazmid Transformasyonu

8.

9.

DH5a kompetan E.colilerden 75 pl ve plazmidden Sul alinarak
ependorfa kondu.

30 dk. buzda bekletildi.

1 dk. 42 C’de su banyosunda bekletilerek tekrar buza alindi.

Tiipe 1 ml LB besiyeri kondu ve 1 saat 37 C’ de 150 rpm’de
calkalayicida (Sartorius) inkiibasyon birakildi.

Petriye ekim yapilacaksa 4°C’de 5000 rpm’de 10 dk ya da 2500 rpm’
de 15 dk santrifiij edildi. Siipernatanin 900 ul’si atilir. Geri kalan
100l ile pelet siispanse edildi.

“L” seklindeki pastor pipeti ile 50pg/ml ampisilinli (Sigma A9393)
LB agara yayarak ekildi.

Sivi LB igerisinde kiiltiirasyon yapilacak ise ampisilinli 200 ml LB’ de
gece boyu 37°C’de 150 rpm’de inkiibasyon yapilir.

2500 rpm’de santrifiij edildi. Silipernatan atildi ve pelet -20°C’de
saklandi.
Daha sonra peletten plazmit izolasyonu gercgeklestirilecektir.

3.7.3. Agar Hazirlanmasi

2

gr LB Broth ve 1 gr Bakteriyolojik agar (Oxoid L11) iizerine 100ml

distile H,O ilave edilerek otoklavlandi. Agar donmadan hemen o6nce (yaklasik
40°C’de) 100ml agara 100ul ampisilin(50mg/ml) eklendi ve petri kaplaria
dagitilarak sogumasi beklendi.

3.8. Bakteriden Plazmit izolasyonu

Kullanilan Soliisyonlar
Soliisyon I

1.

2.

50 mM D-Glukoz (Sigma 16301) (MA:180) hazirlanisi: 0,9 gr glukoz
100 ml distile HO’da ¢6ziildii.

10N NaOH (Sigma 06203) (MA:40) hazirlanis1:40 gr NaOH 80 ml
disitle suda ¢oziildiikten sonra hacim 100 ml’ye tamamlandi.

Soliisyon I Hazirlanisi:

1.
2.
3.

50 mM D-Glukoz : 0,9 gr D-Glukoz
25 mM TrisHCI(pH:8.0): 2,5 ml (1M tris stoktan)
10 mM EDTA : 10 ml (100mM EDTA stoktan)

Karisim 100 ml’ye tamamlandi.
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3.9.

Soliisyon II (Kullanimdan hemen 6nce hazirlanir)

1.
2.

0,2 N NaOH :2 ml (10 N NaOH stoktan)
%1 SDS :10 ml (%10’ luk SDS stoktan)
(SDS-Merck 8.22050.1000)

Karisim 100 ml’ ye tamamlandi.

Soliisyon 111

1.

2.
3.

5M potasyum asetat (Codex 358907), 49,075g 100 ml’ de ¢oziilerek 60
ml’si kullanildi.

11,5 ml glasial asetik asit (Sigma 27222),

28.5 ml steril H,O.

Uygulama

1.

2.
3.

9.

10.

100 pg/ml Ampisilin iceren 100 ml besiyerinde geceboyu iiretilen
transforme bakteriler ¢ogaldiktan sonra 50 ml’ lik falkonlara boliindii.
5000 rpm’ de 5 dk. santrifiij edildi.

Siipernatan atildi ve pelet kaldirildi. Pelet {izerine 5 ml Soliisyon I’ den
ilave edilerek vortekslendi ve 5 dk buzda bekletildi.

Uzerine 10 ml Soliisyon II’den ilave edildi. Tiip alt iist edilerek buzda 5
dk bekletildi.

Buzda bekletilen tiiplere 7,5 ml Soliisyon III’den ilave edildi ve
karistirilarak 10 dk buzda bekletildi.

Tiipler, 5000-8000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

Ust faz yeni tiipe alinir, final konsantrasyonu 0,5ug/ml olacak sekilde
RNAz ilave edildi. 37 °C’ de 30 dk su banyosunda inkiibasyona birakildi.
Siire sonunda esit hacimde iizerine fenol/kloroform/izoamilalkol(25:24:1)
ilave edildi ve 8000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

Siipernatant yeni tiiplere aktarildi. Uzerine 2 hacim saf etanol eklendi. -
80°C’de 1 saat ya da geceboyu bekletildi.

Tiipler 8000 rpm’ de 1 saat santrifiij edildikten sonra siipernatant atildi,
pelet kurutuldu ve 1 ml TE’ de ¢6ziildii.

Hiicrelere Kalsiyum Fosfat Yontemiyle Plazmid Transfeksiyonu

Kullanilan Soliisyonlar

1.

2XHEPES - pH: 7,05

500 ml hazirlamak i¢in;

280mM NaCl (Merck 1.06404.1000) 8g (susuz)
10mM KCl (Sigma H3375) 0,37¢

1,5 mM Na2HPO4 H,0 (Merck 1.06345.1000)  0,3g

12 mM D-Glukoz (Sigma 16301) g

50 mM Hepes (Sigma H3375) S5g

2M Ca,Cl (Sigma C1016): 5,88 gr 20 ml distile suda ¢oziiliir. Deney
asamasinda 0,25 M oraninda kullanilir.

0,1X TE pH:8.0

%10 gliserol iceren DMEM.
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Uygulama

293T hiicreleri transfeksiyondan bir giin 6nce 100 mm’lik petrilere pasajlandi
ve ertesi giin yaklasik %70-80 konfluent olan hiicrelere transfeksiyon yapildi.
Transfeksiyonda 30 pg vektor DNA’s1 Sodyum asetat/Etanol ¢oktiirme yontemi ile
sterilize edildi ve ¢oken pelet 1 ml 2xHEPES pH:7.05 icinde ¢6ziildii. Bunun iizerine
0.25 Molar 1 mL CaCL,; Soliisyonu damlalar halinde ilave edildi ve iyice karistirilan
ornek laminar kabin icinde 30 dk bekletildi. Bu siire sonunda olusan ve net olarak
goriilen kalsiyum fosfat-DNA kompleksi pipetaj ile daha kiiciik parcalara boliindii ve
ornek 10 mL besiyerinde bulunan hiicrelerin iizerine 20 cm mesafeden damlalar
halinde birakildi. Gece boyu inkiibasyondan sonra besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler
%10 gliserol iceren DMEM ile 1 dk soklandi. Soklamanin ardindan bu ortam da
uzaklagtirildi ve normal biiyiime ortami (PSA ve %10 serum iceren DMEM)
hiicrelere verildi.

3.10. Transfekte Olan 293T Hiicrelerinin Secilmesi

pcDNA3.1(A) vektoriiniin sec¢ilim marker1 olarak yapisinda neomycin/G418
geni mevcuttur. Bu nedenle vektor ile transfekte olan 293T hiicrelerinin segilimi i¢in
neomycin/G418 (Calbiochem 345810) (0,4g/mL) iceren DMEM besiyeri
kullanilmistir. Transfeksiyon isleminden iki giin sonra 293T hiicreleri tripsinize
edilerek kaldirildi ve 96 kuyucuklu neomycinli DMEM igeren kiiltiir kaplarina ekildi.
Yaklasik 1 ay siiresince yapilan secilimde neomycinli ortamda ¢ogalabilen koloniler
secildi.

3.11. Hiicrelere EGF ve LY294002 (PI3K inhibitorii) Muamelesi

1. Hiicreler %70-80 konfluent olana kadar %10 FBS iceren DMEM besi
ortami igerisinde %5CO,’li etiivde kiiltiire edildi.

2. Hiicrelerin bulundugu besi ortami uzaklastirildi.

3. Iki defa 1xPBS ile yikand.

4. Hiicrelere serum icermeyen besiyeri verildi.

5. Hiicreler gece boyu veya 16 saat siiresince serumsuz ortamda bekletildi.
Sitire sonunda 10 ng/ml EGF (Endothelial Cell Systems 4017C) iceren
DMEM veya final konsantrasyonu 20 uM LY294002 (Sigma L9908)
iceren DMEM eklendi ve 1 saat bekletildi.

6. Muamele sonunda hiicreler tekrar 1xPBS ile iki defa yikandu.

7. Hiicre kaziyicisi (Greiner cell scraper 541 080) yardimiyla hiicreler Liziz

tamponu icerisinde kaldirildi ve lizatlar1 hazirlandi.

3.12. Hiicre Lizati Hazirlanmasi

Besi ortami uzaklastirilarak, hiicreler 10 mL soguk 1xPBS ile yikandiktan
sonra 1 mL Triton-X Lizis tamponu hiicrelerin iizerine konarak hiicreler kazinmis ve
steril 1,5 mL’lik ependorf tiipiine alinmislardir. Buz i¢cinde 10 dk tutulan 6rnekler 1
dk. vortekslendikten sonra 10.000 rpm’de santriflij edilmis ve siipernatant lizat
olarak steril bir ependorf tiipe transfer edilmistir. Ornekler kullanilana kadar -
80°C’de (Thermo scientific 994) saklanmistir.
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Triton-X Liziz Tamponunun icerigi: 100mM Sodyum Floriir (NaF-Sigma
S7920), 50mM HEPES (Sigma H3375), 150mM Sodyum Kloriir (NaCl- Merck
1.06404.1000), %10 Gliserol (Sigma G2025), %]1,2 Triton-X100 (Merck
1.08603.1000), ImM Magnezyum Kloriir (MgCl,-Sigma M8266), ImM EGTA
(Amresco 0732), ImM Sodyum-o-vanadat (Sigma S6508) ve 1x proteaz inhibitor
kokteyli (Roche-cat. no: 11 836 145 001), pH: 7,4 (pH metre:Hanna Instruments pH
211).

3.13. Protein Miktar Tayini

Toplanan hiicre lizatlarinin protein miktar1 Bradford (BioRad 500-0006)
reaktifi kullanilarak BSA standartina karsi gergeklestirildi. Stok BSA (10mg/mL)
Soliisyonundan 1ug/ul olacak sekilde Soliisyon hazirlanir. Standart egrinin ¢izilmesi
icin bu Soliisyondan {i¢lii tekrarlar olacak sekilde 96 kuyucuklu kaplara 1, 3, 5, 7, 9,
11, 13 ve 15 pg olacak sekilde ayr1 ayri konuldu. Yine -80°C’deki hiicre lizatlari
buzda eritilerek ayn1 96 kuyucuklu kaba tiger tekrar olacak sekilde 1’er pl ilave
edildi. BSA standardi ile ornekler spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda
okundu. Uglii tekrarlarin ortalama verisi alinarak olusturulan standart egrinin
formiiliine gore orneklerin protein konsantrasyonlari belirlendi.

3.14. Immiinopresipitasyon Yontemi

AKT ve TWIST!’in fiziki olarak birbirine baglandigini géstermek i¢in her iki
protein hem ekspresyon yapilmamis hem de 48 saat boyunca ekspresyonu yapilmis
293T hiicrelerinden hazirlanan 2 mg hiicre lizat1 kullanilarak immunopresipitasyona
tabii tutuldu. Bunun i¢in gece boyu serumsuz ortamda inkiibe edilen MDA-231
hiicrelerini EGF ile 60 dk. inkiibe ettikten sonra bu hiicrelerden lizat hazirlayip bu
lizatin 2 miligramin1 IP deneyi i¢in kullandik.

Uygulama

1. 2mg protein lizatlar iistiine 950 pl’ ye tamamlayacak sekilde Triton X
liziz tamponu eklendi.

2. Karigimmin istliine 50pul Agaroz G/A bead (sc-2003) eklendi ve 1 ml’ ye
tamamlandi. Bu asamada beadlerin homojenizasyonu olduk¢a dénemlidir.
Bu nedenle pipetaj yapilmalidir.

3. Karigim nutator yardimiyla 4°C’de 30 dk ¢alkalandi.

4. Siire sonunda tiip 10.000 rpm’de 4°C’de 1 dk santrifiij edildi.

5. Siipernatant yeni ependorflara dokiilerek aktarildi, bead iceren pellet
atildi.

6. 20 pl Anti-TWIST1 (Sc-15393) veya anti-AKT (Sc-5298) antikoru
eklendi.

7. Nutatorde, 4°C’de 4 saat inkiibasyona birakildi.

8. Inkiibasyon sonunda iizerine 100ul agaroz A/G bead eklenir ve gece boyu
sogukta calkalandi.

9. Ertesi giin 6rnekler 10000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

10. Siipernatan atilir ve pelet tizerine 1 ml Triton-X Liziz Tamponu eklenerek
alt iist edilir ve bu yikama islemi iki kez daha tekrarlandi.
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3.15.

11. A/G beadler lizerinde tampon kalmayacak sekilde siipernatant atildi.
12. Pelet iizerine 100ul B-merkaptoetanol iceren SDS yiikleme tamponu

konuldu ve tiipler kaynar suda bekletilerek vortekslendi.

13. Son olarak, 6rnekler 10000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.
14. A/G beadlerden kurtulan ve siipernatantta mevcut olan proteinlerin 50

ul’si western blot yontemiyle analiz edildi.

Western Blot Yontemi

Kullanilan Soliisyonlar:

1.

Resolving (Ayristirma) Tamponu: 1,5M TrisBase pH: 8.8.
1 It.” siigin 181,64 gr Tris base tartild1 ve distile H,O’da ¢oziildii.

Stacking (Yiikleme) Tamponu: 0,5M TrisBase pH:6,8.
1 It’ sii¢in 60,5 gr trisbase tartildi ve distile H,O’da ¢oziildii.

Running Buffer (5X): 15 gr. TrisBase, 94 gr. Glisin (Vivantis PR0608),
50 ml %10 SDS karigimi 11t” ye distile H,O ile tamamlandi. Soliisyon pH
ayar1 gerektirmemektedir.

IxPBST: 1 It 1xPBS soliisyonuna 1ml Tween20 (Merck 8.22184.1000)
ilave edildi.

SDS Yiikleme Tamponu: 1ml gliserol, 3ml %10 SDS (Merck
8.22050.1000),1,25 ml (1IM) Tris-HCI pH:6,7, 1-2 pg bromofenol mavisi
eklendi. Filtreden gegirilerek kullanildi. Kullanmadan 6nce 1ml’ye 50 pl
B-merkaptoetanol (Sigma M3148) ilave edildi.

%10 Amonyum persiilfat (APS): 0,1 gr APS (Sigma A3678) 1 ml disitle
suda ¢oziildii. Taze hazirland1 ve 4°C’de saklandi.

Transfer Tamponu: 3,75g Glisin ve 7,25g TrisBase 1 It distile suda
coziilerek karigima 250 ml metanol eklendi.

Akrilamid/Bisakrilamid (29/0.8): 29g Akrilamid (Merck 8.00830.1000)

ve 0,8g Bisakrilamid (Merck 2610) 100 ml bidistile HyO’da ¢oziilerek
filtre edildi.
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3.15.1. Jelin Hazirlanmasi

Resolving %7 %10 %12 %15 | Stacking S5ml’ lik | 10mI’
lik

Su 15ml 11,55ml | 10,5ml | 7.05ml | Su 3ml 6ml

Resolving 7,5ml 7,5ml 7,5ml 7,5ml | Stacking 1.25ml 2,5ml

Buffer Buffer

Acr(29:08) 7,05ml 10,5ml 12ml 15ml | Acr(29:08) 0,625ml | 1,25ml

%10SDS 0.3ml 0.3ml 0.3ml 0.3ml | %10SDS 50ul 100pl

%10 APS 0.3ml 0.3ml 0.3ml 0.3ml | %10 APS 50ul 100pl

Temed 30ul 30ul 30ul 30ul | Temed Sul 10ul

Toplam 30ml 30ml 30ml 30ml 5 ml 10 ml

3.15.2. Orneklerin Jelde Yiiriitiilmesi

Bradford yontemiyle protein miktari belirlenen 6rneklerden 100 pg alinarak
izerine esit volumde B-merkaptoetanol iceren SDS yiikleme tamponu konuldu ve
kaynayan suda 5 dk bekletildi. Uygun pipet uglartyla hazirlanan poliakrilamid jele
yiiklendi. Jele yiiklenen Ornekler stacking jeli gecene kadar 120 voltta, resolving
jelde ise 150 voltta yiiriitiildii (Cihaz : Amersham 80-6171-96). Yiiriime sonunda
PVDF membrana transfer asamasina geg¢ildi.

3.15.3. Proteinlerin Jelden PVDF Membrana Transferi

Ornekler yiiriitiildiikten sonra transfer icin kullamlacak siingerler transfer
tamponunda 1slatildi. Transfer aparatinin siyah veya negatif yiiklii olacak kismina
siingerlerden biri yerlestirildi. Uzerine transfer tamponunda 1slatilmis whatman
kagid1 yerlestirildi. Bunun iizerine 6rneklerin yiiriitiildiigii jel cam plakalar arasindan
dikkatli ¢ikarilarak kondu. Jel iizerine saf metanolde islatilmis PVDF membran
(Millipore IPVH00010) hava kabarcigi kalmayacak sekilde yerlestirildi. Uzerine
transfer tamponunyla 1slatilmis whatman kagidi (Sigma Z691011) ve diger siinger
konularak transfer aparati kapatildi. Bekletmeden transfer tamponuyla doldurulan ve
buz igerisine konulmus transfer cihazina yerlestirildi. Ornekler gece boyu 40 voltta
transfer edildi.

3.15.4. PVDF Membranin isaretlenmesi

Transferin ardindan blot PBST-BSA (1X PBS, %0.1 Tween-20, %1 BSA)
Soliisyonunda 2 saat bloklandi. Bunun ardindan, PBST-BSA i¢inde hazirlandi primer
antikorunun 1/1000 diliisyonu ile 1 saat isaretlendi, takiben, antikor uzaklastirildi ve
blot PBST (1X PBS, %0.1 Tween-20) ile 15’er dakikadan 2 kez oda sicakliginda
yikandi. Ardindan, PBST-BSA icinde hazirlanmis uygun anti-mouse veya anti-rabbit
sekonder antikorunun 1/2000 diliisyonu ilave edildi ve isaretleme 1 saat oda
sicakliginda yapildi. Sekonder antikorun uzaklastirilmasinin ardindan blot PBST ile
30 dk yikandi. ECL reaktifi (GE Health care RPN2209) ilave edildi ve 1 dk
beklendikten sonra bu da uzaklastirildi ve kemiliiminas’a duyarl film karanlik odada
blot’in iizerine konarak 5 dk bekletildi. Goriintiileme icin film (Kodak 8116428)
banyo edildi.
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AKT fosforilasyonunun seviyesinin belirlenmesi i¢in kuyucuklara esit
miktarda protein koyduktan sonra kullanilan blot “strip off” edildi. Strip off
Soliisyonu, 12.5 ml 0.5 M Tris PH.6.8, 20 mL %10’luk SDS, 704 mikrolitre f-
merkaptoetanol, 67 ml steril distile su olacak sekilde hazirlandiktan sonra 55°C’e
1sitild1 (Stuart-Heat stir SB162). Agz1 kapali plastik kaba konan blot’in iizerine
isitilmis  strip off soliisyonu konuldu. Blot ayni dereceye isitilmis c¢alkalamali
inkiibatorde 30 dk calkalandi. Bunun ardindan soliisyon uzaklastirildi ve blot PBST
(1X PBS, %0.1 Tween-20) ile 15’er dakikadan 2 kez oda sicakliginda yikandi.
Ardindan, total AKT antikoru ve sekonder antikor ile yapilan isaretleme yukarida
belirtilen sekilde yapildi.

3.15.5. Strip Off Uygulamasi

20 ml %10 SDS, 12,5 ml Stacking tamponu, 67,5 ml H,O Soliisyonu 55°C’ye
isitilarak western blot yonteminde kullanilan PVDF membran1 30 dk boyunca bu
Soliisyonda calkalandi. Sonrasinda, B-merkaptoetanol uzaklastirilana kadar 45 dk
PBST ile calkalanarak yikandi ve tekrar isaretleme i¢in kullanildi.

3.16. In vitro Kinaz Reaksiyonu

Hazirhk Asamasi

AKT enziminin TWISTI1’1 fosforile ettiginin gosterilmesi ig¢in 293T
hiicrelerinde 72 saat boyunca ekspresyonu saglanan TWIST1 proteini anti-TWIST1
antikoru kullanilarak immiinopresipitasyon yontemi ile saflastirilmistir. AKT enzimi
ise EGF ile 1 saat muamele edilen hiicrelerden benzer sekilde IP yontemi ile
saflagtirilmistir.

Uygulama

EGF ile muamele edilen/edilmeyen petrilerden elde edilen lizatlarin 2
miligrami sirasi ile aktive olmus/olmamis AKT’yi IP ile ¢oktiirmede kullanildi. EGF
ile muamele edilmeyen petriden elde edilen lizatin 2 mg’1 ise substrat olacak
TWIST1 IP’si i¢in kullanildi. Ayni anda elde edilen peletler ii¢ kez lizis tamponu ile
yikandiktan sonra in vitro “AKT kinaz Kiti” (Cell Signaling-9840) i¢inde bulunan
kinaz reaksiyon tamponu ile de 2 kez yikandi ve orneklerin ii¢ii de 50 pl 1X Kinaz
tamponunda c¢oziildii. Elde edilen her iki AKT IP tiiplerinden 25’er ul birer
ependorfa konulduktan sonra bunlarin {izerine 25 ul TWIST1 IP 6rneginden konuldu
ve her iki tiipe de 10 uM ATP ilave edildikten sonra 6rnekler 37°C’de 30 dk. inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda ProteinA/G-Agaroz’a bagl her iki protein de
santrifiigasyon ile ¢oktiiriilmiis ve lizis tamponu ile {i¢ kez yikandiktan sonra final
peletin tizerine 50 pl B-merkaptoetanol iceren 2X SDS-yiikleme tamponu konuldu ve
kaynayan suda 5 dk tutulduktan sonra Ornek vortekslendi. Santrifiij edildi ve
stipernatantin 50 ul’si %10°luk SDS-PAGE de elektroforeze tabi tutuldu. Proteinlerin
gece boyu PVDF membrana transferinin ardindan membran sadece AKT tarafindan
fosforile edilen proteinleri taniyan “anti-fosfo AKT substrat antikoru” (Cell
signaling-9614) ile isaretlendi ve film banyosunda goriintiisii alind1.
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3.17. Site-Directed Mutagenesis Yontemi

Insan yabanil tip TWIST1 ekspresyon vektorii iizerinde olusturmak istenilen
Alanin (S42A,T121A ve S123A) ve Glutamik asit (S42E, T121E ve S123E)
mutantlart i¢in https://www.genomics.agilent.com internet sitesi araciligiyla ilgili
bolgelere 6zgii primer ciftlerini dizayn edildi. Bu mutagenez primerlerinin dizileri
asagidaki gibidir.

Alanin Mutant Primerler:

S42A sense 5'-aagcggegeagegecaggegeagege-3' (26 mer; Tm: 79°C)
S42A antisense 5’-gcgcetgegectggegetgegecgett-3° (26 mer; Tm: 79°C)
T121A sense 5'-agcgccagegegeccagtegetg-3' (23 mer; Tm: 78°C)

T121A antisense 5’-cagcgactgggegegcetggeget-3° (23 mer; Tm: 78°C)

S123A sense 5'-cagcgcacccaggegetgaacgagg-3' (25 mer; Tm: 78°C)
S123A antisense 5’-cctegttcagegectgggtgegetg-3° (25 mer; Tm: 78°C)

Glutamik Asit Mutant Primerler:

S42E sense S'-caagcggcegcagegagaggegcagegeg-3' (28 mer; Tm: 81°C)
S42E antisense 5’-cgcgcetgegectetegetgegeegettg-3° (28 mer; Tm: 81°C)
T121E sense 5'-ggagcgccagegegageagtegctgaac-3' (28 mer; Tm: 78°C)
T121E antisense 5’- gttcagcgactgetegegetggegetee-3° (28 mer; Tm: 78°C)
S123E sense 5'-cgccagegeacccaggagcetgaacgaggegtte-3' (33 mer; Tm: 78°C)

S123E antisense 5’-gaacgcctegttcagetectgggtgcgctggeg-3” (33 mer; Tm: 78°C)

Uygulama

TWISTI’in mutant formlarimi olusturmak i¢in yukarida belirtilen primer
ciftleri ile Pfu DNA Polimeraz (Fermentas EP0501) kullanilarak PCR
gerceklestirildi. Reaksiyon kosullari: 1x Reaksiyon Tamponu, 125°er ng ileri ve geri
primerler, 1pmol dNTP, 2,5 tinite PFU DNA Polimeraz, 50 ng kalip plazmit ve steril
H,O. Reaksiyon 50 pl’de kuruldu ve 6n denatiirasyon 95°C’de 30 sn, 16 dongii
olmak iizere 95°C’de 30 sn, 55°C’de 1 dk ve 68°C’de 14 dk ve daha sonrasinda
4°C’de oo, seklinde reaksiyon kosullarinda amplifikasyon gergeklestirildi.

3.18. Plazmitlerin Dpn-I Enzimi ile Kesilmesi

In vitro plazmit amplifikasyonu gerceklestirildikten sonra reaksiyonda
kullanilan kalip plazmit énceden DH5a’dan izole edildigi i¢in GATC dizilerinden
metile vaziyettedir. Bu metillenmis dizilere spesifik kesim yapan Dpn-I enzimi
(invitrogen 15242-019) kullanilarak ana yabanil tip TWIST1 vektorii pargalanmistir.
Mutant dizileri igeren vektorler Dpn-I resistant oldugundan enzim kesimi sonucunda
saglam olarak kalacaklardir. Dpn-I enzim kesimi; 1x Reaksiyon tamponu, 20 ul
SDM iiriinii plazmit,1 pl protokole gore diliie edildi Dpn-I enzimi ve steril H,O
seklinde gergeklestirildi. Reaksiyon 50 ul’de kurulmus ve 37 °C’de gece boyu
inkiibasyona birakild.
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Dpn-1 enzim kesimi yapilmis bu vektorler DH5a’ya transforme edilerek
Ampicilinli agar petrilerinde koloniler secildi ve her biri geceboyu LB besi
ortaminda ¢ogaltilarak plazmid izolasyonlar1 gergeklestirildi. Beklenen mutasyonlari
tanimlamak i¢in ilgili bolgelerin dizi analizini yapildi.

3.19. PCR veya Restriksiyon Enzim Kesimi Uriinlerini Temizlenmesi

PCR veya enzim kesimi sonrast tiip icerisindeki iiriin dis1 reaksiyon
bilesenlerinin uzaklastirilmasin1 saglayan piirifikasyon basamagi Invitrogen PCR
Purification Kit(250’lik K3100-01) kullanilarak uygulandi.

Uygulama

1.
2.

e A

9.

PCR fiiriiniiniin tizerine 100 pl B3 buffer eklendi.

Pipet ile biraz karistirildiktan sonra, 6nceden hazirlanmis filtreler igerisine
yerlestirilmis receiver tiiplerine aktarild.

10 000 rpm de 1 dk. santrifiij edildi.

Receiver tiipiiniin alt1 bosaltilmadan iizerine 325 pl Wash Buffer eklendi.
10 000 rpm de 1 dk. santrifiij edildi.

Receiver tiiplerin alt1 bosaltildi.

14 000 rpm de 2 dk. kuru santrifiij yapildu.

Sonra filtreler ependorf tiiplerine alind1.

Uzerine 30 pl elution buffer eklendi.

10. Oda sicakliginda 1 dk bekletildi.
11. 14 000 rpm de 2 dk. santrifiij edildi ve filtreler atild1.

3.20. DNA Dizi Analizi PCR Yontemi

1.

AN Sl 0

4’er ul Big Dye terminator v3.1 (Cycle Sequencing Kit-Applied
Biosystems) tiiplere dagitildi.

30-90 ng (5pul) PCR iiriinii eklendi.

3,2 pmol ileri primer eklendi.

Toplam hacim 20 plt olacak sekilde steril deiyonize H,Oile tamamlandi.
Iyice karigtirtlip spin edilerek ¢oktiiriildii.

ABI Prism 9700 PCR cihazinin Perkin Elmer (PE) meniisiiniin Big Dye
Terminator programinda PCR dizileme islemi gergeklestirildi.

Big Dye Terminator programu:

1.
2.
3.
4.

Baslangi¢ denatiirasyonu: 96 °C’de 1 dk.
96 °C’de 10 sn.

50 °C’de 5 sn.

60 °C’de 4 dk.

25 déngii halinde gerceklestirildi. Piirifikasyon islemine kadar tiipler +4°C de

bekletildi.

38



3.20.1. DNA Dizi Analizi PCR Sonrasi Sodyum Asetat ile Temizleme ve
Orneklerin Cihaza Yiiklenmesi
1. Dizileme reaksiyonundan sonra PCR cihazindan ¢ikarilan oOrneklerin
tizerine 2’ser pl 3 M sodyum asetat eklendi.
2. Uzerine %95-99’luk -20 °C’de sogutulmus etanolden 50 ul ilave edilerek
hafifce pipetle karismasi saglandi.

3. Bukarisim 1.5 ml’lik ependorf tiiplere alinarak -20 °C’del5 dk tutuldu.

4. Buislem sonrasinda 13000 rpm de 20 dk. santrifiij yapild.

5. Santriflij sonrasinda dokelti uzaklastirildiktan sonra ¢okeltinin {izerine
4°C’de muhafaza edilen %70’lik etanolden 250 pl eklendi ve pipet
yardimiyla hafif¢e karistirildi.

6. 13000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi.

7. Santrifiij sonunda dokelti uzaklastirildi ve ornekler 37°C’deki etiivde
kurumaya birakildi.

8. Kuruma isleminden sonra her ornegin iizerine 22 ul Hi-Di Formamid
(Applied Biosystems) eklendi.

9. Formamid eklenmis olan dizileme reaksiyonu iirlinleri tiip (Applied
Biosystems) igerisine alindi.

10. Tiipiin agz1 septa (Applied Biosystems) ile kapatildiktan sonra 95 °C’de 5
dk. denatiire edildi.

11. Buzda 2 dk. bekletildikten sonra ABI Prism dizi analizi cihazina 6nekler
yiiklendi. Daha sonra kapiller (Applied Biosystems), POP-6 polimer
(Applied Biosystems), EDTA iceren Buffer (10x) (Applied Biosystems)
ile dizi analizi cihazinda (ABI 310 Prism) 36 dk. yiiriitiildii.

12. Ornekler yiiriitiildiikten sonra, NCBI araciligryla TWIST1 cDNA dizisi
referans alinarak diziler okundu.

3.21. Jel Retardasyon Deneyi

Yabanil tip ve mutant TWIST1 ekspresyonu yapan hiicreler EGF ile 60 dk.
inkiibe edildikten sonra hiicreler 1xPBS ile iki kez yikandi. Hiicre kaziyicisi
yardimiyla 100mm?®lik petriye 1 ml niikleer ekstrakt liziz tamponu eklenerek
hiicreler kaldirild1 ve lizatlar hazirlandi. Ayrica Tinnman geninin promotorunda
TWIST1 baglayan bolgesi (S-GATCTCCCCTGGCATATGTTGAA-3) biotin isaretli
olarak satin alind1.

Niikleer Ekstrakt Liziz Tamponu: 20mM HEPES (pH:7.0), 400mM KClI,
0,5mM EDTA, 0,ImM EGTA, ImM DTT, 1mM MgCl,, %20 Gliserol, %1 NP-40,
ImM PMSF ve 1x proteaz inhibitor kokteyli (Roche, Cat. no: 11 836 145 001).

Uygulama

Jel retardasyon deneyi i¢in hazirlanan lizatlar ve soliisyonlar buzda eritilerek
final konsantrasyonlar1 agagida belirtilen oranlarda 30 pl hacimdeki reaksiyon tiipii
hazirlandi. Prob hari¢ karisim hazirlanarak 10 dk buzda bekletildi. Karisima prob
eklendikten sonra tiipler oda sicakliginda 30 dk siiresince inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda 1,5 pul SDS icermeyen 2x yiikleme tamponu (%50 Gliserol, %0.1 gram
Bromfenol blue-Sigma B0126) eklendi. Pipet ucuyla karistirilarak denatiire edici
olmayan %35 akrilamid jele yiiklendi.
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Jel Retardasyon Reaksiyonu: 1xTE (Tris-EDTA), 0,8 mM DTT
(ditriyotretiyol), 20 mM KClI, 66,6 ng/ul Poli dIdC (Amersham 27-7880-03), %5
Gliserol, 6ug lizat, 500ng biotin isaretli Tinnman probu ve steril H,O.

3.21.1. Orneklerin %5 Akrilamid Jelinde Yiiriitiilmesi ve Goriintiilenmesi

%5 Akrilamid Jel Hazirlanmasi: 2 ml 10xTBE, 5 ml (29:0,8)
Akrilamid/Bisakrilamid, 200 ul %10 APS, 40 ul TEMED (Sigma T2,250-0) ve 33
ml distile H,O.

Yukarida belirtildigi gibi hazirlanan jel 6rneklerin yliklenmesinden 6nce 15 dk
120 voltta %0,5x TBE tamponunda bos olarak yiiriitiildii. Jel retardasyon reaksiyonun
inkiibasyon siiresi bittiginde drneklerin tamami bu jele yiiklendi. 1cm’ye 1mA olacak
sekilde, yaklasik 120 voltta 2 saat oda sicakliginda yiiriitiildii. Siire sonunda jeldeki
ornekler 0,5xTBE tamponu kullanilarak 25mA’de (yaklasik 4 volt) geceboyu PVDF
membran iizerine transfer edildi. Blotlar biotin-streptavidin HRP (Invitrogen 43-
4323) antikorlar ile isaretlenip retard olan DNA bantlar1 film banyo cihaziyla
goriintiilendi.

3.22. WST-1 Hiicre Proliferasyon Testi

Hiicre kiiltiirasyonu i¢in 96 kuyucuklu kiiltiir kaplar1 kullanildi. Hiicre sayimi i¢in
hiicreler tripsinize edilerek homojenize edildi ve Thoma lami kullanilarak hiicre
sayist belirlendi. Hem 0. giin hem de 72. saat WST-1 (Roche 11 644 807 001)
okumasi i¢in iki ayr1 kap hazirlandi.

Uygulama

1. Kontrol, yabanil tip ve mutant TWIST1 eksprese eden 293T
hiicrelerinden her kuyucuga 1000 hiicre ve ii¢ tekrar olacak sekilde ekim
gerceklestirildi.

2. Hiicreler %10 FBS igeren normal DMEM besi ortami eklendi ve
geceboyu tutunmalar1 saglandi.

3. Ertesi giin besi ortam1 uzaklastirilarak %10 WST-1 ajan1 iceren normal

besi ortami ile degistirildi. WST-1 ajani 1sikta bozulmaya ugradig: icin

karanlik ortamda calisildi.

WST-1 iceren ortamda hiicreler 3 saat boyunca inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra 96 kuyucuklu kiiltir kabi 420-600 nm

dalgaboyunda spektrofotometrede okundu.

6. Ayni islem 72 saat boyunca bu kez 10 ng/ml EGF iceren ortamda inkiibe
edilen hiicreler i¢in de yapildu.

7. Spektrofotometre okuma degerleri alinarak 0. ve 72. saat verileri
kiyaslanarak istatistiksel analizler yapildu.

A
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3.23. Tiimor Hiicresi Migrasyon Testi

Hiicre migrasyon testi i¢in Oris Migrasyon Assay (Platypus CMAUFLA4) kiti
kullanildi. Hiicre sayimi gergeklestirilerek her kuyucuga kontrol, yabanil tip ve
mutant TWIST1 eksprese eden 293T hiicrelerinden 10”’er kanser hiicresi ve iicer
tekrar olacak sekilde ayarlandi.

Uygulama

1.

N =

Kit igerisinde mevcut olan 96 kuyucuklu kiiltiir kabina kuyucukta stoper
yerlestirilmis vaziyette iken belirlenen miktarda ilgili hiicreler normal besi
ortamlarinda ekildi ve gece boyu kiiltiire edildi.

Ertesi giin tutunan hiicrelerin kuyucuklarindaki stoperler dikkatlice
cikarildi. Kuyucugun ortasindaki bos alan dikkate alinarak ve 0. giin
kabul edilerek uygun mikroskop biiyiitmesinde fotograflari ¢ekildi.
Mevcut besi ortami uzaklagtirilarak 10 ng/ml EGF igeren besi ortami ilave
edildi.

72 saat boyunca hiicreler %5 CO;’li etlivde kiiltiire edildi.

Stire sonunda ortadaki bos alan daha once ceklidigi sekli ile ve aym
biiylitme giiclinde fotograflari ¢ekildi.

Image J programi yardimiyla fotograf goriintiilerindeki hiicre migrasyon
alan belirlendi.

Alan verileri hesaplanarak kontrol, yabanil tip ve mutant TWIST1
eksprese eden 293T hiicrelerinin migrasyon oranlari belirlendi.

Verilerin anlamlilik degerlendirilmesi istatistiksel olarak hesaplandi.

3.24. Immiinfloresan Sitokimya Yontemi

Kontrol, yabanil tip ve mutant TWIST1 eksprese eden 293T hiicreleri 96
kuyucuklu kiiltiir kaplarinda 3 giin boyunca 10 ng/ml EGF iceren DMEM igerisinde
%70-80 konfluent olana kadar kiiltiire edildi. Biitiin hiicre tiplerinin ayr1 ayr1 anti-
TWIST1 (sc-15393), anti-Vimentin (sc-6260), anti-N-Cadherin (sc-8424) ve anti-E-
Cadherin (sc-8426) antikorlar1 kullanilarak immiinfloresan olarak boyamalari
gergeklestirildi.

Uygulama

1.

i

3

8.
9. 50 pl Hoechst boyast (Sigma H6024) damlatilarak floresan

Hiicrelerin bulundugu besi ortami uzaklastirildi.

2. Uzerine 100 pl soguk metanol eklendi ve -20°C’de 20 dk bekletildi.
3.
4. Her kuyucuk 50 pl 1xPBS’te hazirlanmis %5 Donkey serumla (Jackson

Kuyucuklar li¢ defa 5’er dk bekletilerek 1xPBS ile yikandi.

017-000-001) oda sicakliginda 1 saat bloklandi.

llgili primer antikor immiinositokimya i¢in kullanilan diliient ile 1/25
oraninda hazrilandiktan sonra geceboyunca 4°C’de inkiibe edildi.

Ertesi giin, kuyucuklar ii¢ defa 5’er dk bekletilerek 1xPBS ile yikand.
Ilgili sekonder antikor ile 1 saat inkiibasyon yapildi. Sekonder antikor
immiinfloresan Ozellik tasidigindan bundan sonraki asamalar karanlikta
calistlir.

Kuyucuklar ti¢ defa 5’er dk bekletilerek 1xPBS ile yikandi.

mikroskobunda goriintiiler alindu.

10. Ornekler 4°C’de aluminyum folyoya sarilarak sakland.
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3.25. Metanolik Bitki Ekstraktinin Hazirlanmasi ve Organik Molekiil

izolasyonu
1. Bitki ornekleri kiigiik parcalara ayrildiktan sonra oda sicakliginda
kurutulmaya birakildi.

2. Kurutulan bitki oOrnekleri mekanik ogiitiicii yardimiyla toz haline
getirildikten sonra 500 gr alinarak 1 It absolut metanolle gece boyu oda
sicakliginda ¢alkalandi.

3. Metanol ekstraktt whatman filtre kagidi yardimiyla genis bir kaba siiztildi
ve metanoliin u¢masi i¢in oda sicakliginda bekletildi.

4. Cokelti 50 ml metanolde tekrar ¢oziildii ve 1’er ml olacak sekilde 1,5

ml’lik ependorf tliplere kullanilacak miktarda boliindii.

Ependorf tiipler 10.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi.

Siipernatant'tan 400 ul alinarak TLC Silica Gel 60F (1.05554.0001)

plakaya yiiklendi.

7. TLC plakalar uygun TLC tankinda kloroform/eter (1:1) karisimi
yardimuryla yiiriitiildii ve Transilliiminatorde goriintiileri incelendi.

8. TLC plakada ayrilan molekiillerden tercih edilenler makas yardimiyla
kesilerek alindi. (Molekiil izolasyonu i¢in 50 adet TLC plaka kullanildi.)

9. TLC plakalardan kesilerek isimlendirilen ve cam sisede biriktirilen
parcalar tekrar metanol ile slatildi ve ¢oziinmesi igcin gece boyu oda
sicakliginda bekletildi.

10. Her biri farkli bir molekiilii iceren ve metanolde c¢ozdiirillen TLC
parcalar1 cam petri kaplarina siiziildi ve kurutuldu.

11. Cokelti 4 ml metanolde ¢oziildii ve silikadan kurtulmak i¢in 0,20 pm
filtreden gegirilerek 1,5 ml’lik ependorflarda 10.000 rpm’de 1dk santrifiij
edildi.

12. Siipernatant daras1 alinmis ependorflara alindi ve SpeedVac Concentrator
(Thermo-DNA120) cihazinda kurutuldu.

13. Ependorflar tartilarak ¢okeltideki molekiiliin miktar1 belirlendi, 10 pg/ul
olacak sekilde metanolde ¢oziildii ve -20°C’de saklandi.

3.26. 1Izole Edilen Organik Molekiillerin IC50 Degerlerinin Belirlenmesi

Elde edilen molekiillerin IC50 degerini MDA-MB-231 hiicre hatlarini
kullanarak belirledik. Bu hiicreler 1500 hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyucuklu
kiiltiir kaplarina ekildi ve gece boyu kiiltiire edildi. Izole edilen her molekiil igin 5’er
tekrar olacak sekilde 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62, 7.81 ve 0 pg/ml
konsantrasyonlarinda 72 saat boyunca uygulama gergeklestirildi. Aym sekilde 5’er
tekrar, kontrol amagli, kullanilan dilisyon hacimlerinde metanol uygulamasi
gerceklestirildi.  Siire sonunda WST-1 Assay uygulandi ve spektrofotometrede
okutuldu. Sonuglar normalize edilerek GraphPad Prism 5.1 programi yardimiyla
IC50 degerleri belirlendi.

3.27. Istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin analizleri Microsoft Excell ve GraphPad Prism 5.1
programlar1 kullanilarak gergeklestirildi. Deney sonuglarinin p degerleri One way
ANOVA (Dunnet t-test) ile hesaplandi. Sonuglar normalize edilerek ve + standart
hata degerleri belirlenerek gosterildi.
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BULGULAR

EMT siirecinde ve onkogenik transformasyonda 6nemli rol oynayan TWIST1
transkripsiyon faktoriiniin her zaman her sartta aktif olamayacagini ve bu faktoriin
aktivasyonunun tiimor mikrocevresinde bulunan biiyiime faktorleri tarafindan kontrol
edilebilecegini Ongormiistiik. Bu baglamda cesitli biiylime faktorleri tarafindan
aktive edilen PI3K/AKT yolaginin bu iste rolii olabilecegini diisiindiik. Bunun nedeni
insan TWIST1 proteininde 3 adet mitkkemmel derecede korunmus konsensus AKT
fosforilasyon motifinin (RxRxxS/T) bulunmasidir. Bu diziler RKRRSS42,
RERQRTI121 ve RQRTQS123 dizisi seklindedir. Bu dizlerin bir proteinde bulunmasi
mutlaka AKT tarafindan fosforile edilecegi anlamina gelmez. Hipotezin dogru olup
olmadigini test etmek icin bir dizi biyokimyasal ve genetik caligmalar yaptik. Bu
baglamda ilk olarak insan TWIST1 geninin Okaryotik ekspresyon vektoriini
olusturduk ve fosforilasyonunu gosterdik. Ardindan bu mutasyonlarin TWIST1’in
fonksiyonuna olan etkilerini test ettik.

4.1. Cesitli insan Kanser Hiicre Hatlarinda Endojen TWIST1 Ekspresyonun

Gosterilmesi

Proje ¢alismamizda ilk olarak elimizde mevcut bulunan hiicre hatlarinin
endojen TWIST1 ekspresyonlarina Western Blot yontemiyle baktik. Sekil 4.1°de
gorildiigii gibi  farkli tiimor hiicrelerinde farkli TWIST1 ekspresyonlari
goriilmektedir. En yiiksek TWIST1 ekspresyonunu metastatik meme kanseri hiicre
hatt1 olan MDA-MB 231 hiicrelerinde gordiik. Bu durum TWIST1’in metastaz ile
iligkili olabilecegini kismen de olsa gostermektedir.

2 h
5 < @ = 2
= a O o o @
o o o -9 ~ - <
TWISTI
Aktin

e .1. Western Blot yontemi ile insan kanser hiicrelerinde ekspresyon seviyelerinin
Sekil 4.1. Wi Blot yo iile i ki hiicrelerinde TWIST1 ekspresy iyelerini
gosterilmesi.

HelLa (servikal karsinoma), MDA231 (metastatik meme kanseri), PC3 (Prostat kanseri), 293T (bobrek
hiicre hatt1), MCF7 (metastatik olmayan meme kanseri) ve A549 (akciger kanseri)
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4.2. Insan TWIST1 Ekspresyon Vektoriiniin Olusturulmasi

4.2.1 MDA-MB 231 Hiicrelerinden cDNA Kiitiiphanesinin Olusturulmasi

TWISTTI geninin cDNA’sin1 insan cDNA kiitiiphanesini kullanarak klonlandi.
Bunun icin konvansiyonel yontemlerle bu MDA-MB 231 hiicrelerinden total RNA
izolasyonu yapildi ve cDNA kiitiiphanesi olusturuldu (S$ekil 4.2).

Marker MDA-231

1000 bp

500 bp

Sekil 4.2. MDA-MB 231 hiicrelerinden hazirlanan cDNA kiitiipiihanesinin %1 agaroz jelde

gosterilmesi.

4.2.2. cDNA Kiitiiphanesi Kullanilarak TWIST1 cDNAsinin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) ile Amplifiye Edilmesi ve DNA Dizi Analizinin
Gerg¢eklestirilmesi
cDNA Kkiitiiphanesinin  hazirlanmasinin  ardindan PCR amplifikasyonu

sonunda olmast gerektigi gibi 630 niikleotit uzunlugundaki TWIST1 cDNA’sini

amplifiye edildi ve DNA dizi analizi ger¢eklestirildi (Sekil 4.3-4.).

Marker TWIST  (-) Kontrol

1000 bp

500 bp

Sekil 4.3. PCR yontemi ile TWIST1 cDNA amplifikasyonunun %?2 agaroz jelde gosterilmesi.
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4.2.3. Insan TWIST1 cDNA (NM_000474) ve Protein Dizisi (NP_000465.1)

M M Q DV S S s p V S P A DD S L S N S
+1 ATGATGCAGGACGTGTCCAGCTCGCCAGTCTCGCCGGCCGACGACAGCCTGAGCAACAGC

E E E P D R Q Q P P S G K R G G R K R R
61 GAGGAAGAGCCAGACCGGCAGCAGCCGCCGAGCGGCAAGCGCGGGGGACGCAAGCGGCGL

S § R R S A G G G A G P G G A A G G G V
121AGCAGCAGGCGCAGCGCGGGCGGCGGCGCGGGGCCCGGCGGAGCCGCGGGTGGGGGCGTC

G 6 G b E P G S P A O G K R G K K S A G
181GGAGGCGGCGACGAGCCGGGCAGCCCGGCCCAGGGCAAGCGCGGCAAGAAGTCTGCGGGL

c 6 6 6 6 G A GGG GGG G s s s GG GG G s P
241TGTGGCGGCGGCGGCGGCGCGGGCGGCGGCGGCGGCAGCAGCAGCGGCGGCGGGAGTCCG

O s Yy & E L Q T Q R V M A N V R E R Q R
301CAGTCTTACGAGGAGCTGCAGACGCAGCGGGTCATGGCCAACGTGCGGGAGCGCCAGCGC

2 Q § L NE A F A A L R K I I P T L P S8
361ACCCAGTCGCTGAACGAGGCGTTCGCCGCGCTGCGGAAGATCATCCCCACGCTGCCCTCG

p K L. s K I ¢ T L K L. A A R Y I D F L Y
421GACAAGCTGAGCAAGATTCAGACCCTCAAGCTGGCGGCCAGGTACATCGACTTCCTCTAC

v L ¢ s b EL DS KM AS C S Y V A H
481CAGGTCCTCCAGAGCGACGAGCTGGACTCCAAGATGGCAAGCTGCAGCTATGTGGCTCAC

E R L S Y A F $S V WURME G AW S M S A
541GAGCGGCTCAGCTACGCCTTCTCGGTCTGGAGGATGGAGGGGGCCTGGTCCATGTCCGCG

S H *
601TCCCACTAG

S42, T121 ve S123 kodon ve amino asitleri sirasiyla alti ¢izgili olarak
gosterilmistir.
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4.2.4. insan TWIST1 ¢cDNA’sinin DNA Dizi Analizi Sonucu

G AGOA

I O o O O B I U 1 [0 o O A O O 00 O8O o
cAagCTTET T

86cCT

ATBATETTED
1

TCCGAGOBOGCAGBGCG TBGGG
"

S8

s

550

greengreyey g grefoe g e e - i e T L T e S
G CCGGCEGAGACTGE CG6 AGCT GG ACACCEGTTCLCTGLCATCATEG GG 66 GG

540

v v -
TCA G6CTGTCGTC
530

e B
TTGC

0000

Sekil 4.4. TWIST1 ¢cDNA’smin DNA dizi analizi.

’sinin amplifikasyonundan sonra BamHI restriksiyon enzimi
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ile kesimi gergeklesitirilerek piirifikasyonu yapildi.

TWISTI cDNA



4.2.5.

pcDNA3.1(A) Ekspresvon Vektorii ve Coklu Klonlama Bolgesi

EEY v cotope _exbis_[rem
I'%ﬁ yc epitop 6xHis I

Nhe |
Apal*
Xba ™
Xhol
Not |
BstX |
EcoRV
EcoR |
BstX |
BamH |
Asp7181
Kpnl
Hind 111
AR

pcDNA™3.1/
myc-His(-)

* There are two Apa | sites
in version A only.
Comments for pcDNA™3.1/myc-His(-) A:

. ** There are two Xba | sites
5522 nucleotides

in version B only

CMV promoter. bases 209-863

T7 promoter/priming site: bases 863-882
Multiple cloning site: bases 895-1006

myc epitope” bases 1007-1036

Polyhistidine tag: bases 1052-1069

BGH reverse priming site: bases 1113-1130
BGH polyadenylation signal: bases 1116-1343
1 ongin: bases 1389-1817

SV40 promoter and origin: bases 1844-2152
Neomycin resistance gene: bases 2227-3021
SV40 polyadenylation signal- bases 3195-3325
pUC origin: bases 3708-4381

Ampicillin resistance gene” bases 4526-5386 (complementary strand)

pcDNA™3.1/myc-His(-) A MCS

801

el

917

968

1019

1070

CAAT
AAATGTCGTA ACAACTCCGC CCCATTGACG CAAATGGGCG GTAGGCGTGT ACGGTGGGAG

TATA putative transcriptional start

1
GTCTATATAAR GUAGAGCTCT CTGGCTAACT AGAGRACCCA CTGCTTACTG GCTTATCGAA

T7 promoter/priming site Nhe 1 ApaT* Xbal
I 1 | (I
ATTRAATACGA CTCACTATAG GGRAGACCCRA GCTGG CTA GCG TTT RAA CGG GCC CTC
Leu Ala Phe Lys Arg Ala Leu
XhoI Not T BstX I* EcoRV EcoR 1 BstX I*
I

| | | | |
TAG ACT CGA GCG GCC GCC ACT GTG CTG GAT ATC TGC AGA ATT CCA CCAR CAC

*** Thr Arg Ala Ala Ala Thr Val Leu Asp Ile Cys Arg Ile Pro Pro His

BamH1 AspT7181 Kpn1 Hind III Apa I* myc epitope

‘ ! Kpl | palt yc epitop
TGG ACT AGT GGA TCC GAG CTC GGT ACC AAG CTT |GGG CCC| GAR CAA AARA CTC
Trp Thr Ser Gly Ser Glu Leu Gly Thr Lys Leu Gly Pro Glu Gln Lys Len

Polyhistidine tag
] I 1
ATC TCA GAA GAG GAT CTz AAT AGC GCC GTC GAC CAT CAT CAT CAT CAT CAT
Ile Ser Glu Glu Asp Leu Asn Ser Ala Val Asp His His His His His His
AT BGH Reverse priming site
|

[ 1
TGA GTTTARACGG TCTCCAGCTT AAGTTTARAC CGCTGATCAG CCTCGACTGT GCCTTCTA
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4.2.6. pcDNA3.1(A) Ekspresyon Vektoriiniin Klonlama Islemi icin
Hazirlanmasi
TWISTI cDNA’smin PCR ile amplifikasyonunun ardindan E.coli’nin DH5a
susunda cogaltilan pcDNA3.1(A) plazmiti  konvansiyonel plazmit izolasyonu
yontemi ile elde edildi, BamHI enzimi ile kesildi ve CIP (calf intestinal phosphatase)
ile plazmit uclarindaki fosfatlar uzaklastirildiktan sonra ligasyon islemi i¢in hazir
hale getirildi (Sekil 4.5).

pcDNA3A
Marker BamHI Digest

Marker pcDNA3A

1000 bg

1000 bg

Sekil 4.5. DHa5 susunda ¢ogaltilip izole edilen pcDNA3.1(A) plazmiti ve BamHI ile kesilmis
formunun %1 agaroz jelde gosterilmesi.

4.2.7. Klonlanmis pcDNA3.1(A) Vektorlerin Belirlenmesi

Vektor ve TWISTI cDNA’sinin BamHI kesim iiriinleri T4-Ligaz ile
ligasyona tabii tutuldu. Elde edilen ilk 5 koloniden izole edilen plazmitler BamHI ile
kesildiginde 630 b¢ uzunlugundaki TWIST1 ¢DNAs1 1 numarali koloniden elde
edildi (Sekil 4.6).

Marker  Insert(+) Insert ()

Pl pch\{A3A
Vektdr
1000 bg
500 bg € Twist

Sekil 4.6. Ligasyon sonrast TWIST1 cDNA insertiinil iceren vektorlerin %1 agaroz jelde belirlenmesi.

48



4.2.8. TWIST1 c¢DNA’s1 Klonlanmis pcDNA3.1(A) Vektoriinde Insert
Yoniiniin Belirlenmesi

TWISTI1 ¢cDNA’s1t BamHI fragmenti olarak klonlandig1 i¢in teorik olarak bu
reaksiyondan hem Sense hem de Anti-sense oriyentasyonda klonlama miimkiindiir.
Bu goz Oniine alindiginda klonlamanin yoniinii belirlemek i¢in Apal enzimi
kullanildi. Ciinkii, plazmitin 914. ve 1006., TWISTI cDNAsmin ise 155.
pozisyonunda Apal kesim bolgesi vardir. Sense oriyentasyonda ligasyon yapan insert
bu kesimden 497 ve 231 bg, Anti-Sense orientasyonda ligate olan insert ise 533 ve
195 b¢ uzunlugunda bantlar olusturmalidir. Bu is i¢in daha fazla koloniden plazmit
izolasyonu yapip BamHI kesimi ile insert varligin1 gosterdikten sonra insert iceren
orneklerin ikisi Apal ile kesildi. Kolonilerden biri Anti-sense digeri ise Sense
oriyentasyonda TWIST1 cDNA’sin1 igermektedir (Sekil 4.7).

poDNA-TW antisense pcDNA-TW sense

1000 bg

500 bg

Sekil 4.7. pcDNA3.1(A) vektoriine klonlanan insan TWIST1 cDNA’sin1 Sense ve Anti-sense
orientasyonda bulunduran plazmitlerin Apal ile kesiminden elde edilen fragmentlerin
%?2 agaroz jeldeki goriintiisii.

4.3. insan TWIST1 Ekspresyon Vektoriinden Protein Ekspresyonunun
Gosterilmesi

Insan TWIST1 ¢cDNA’sinin pcDNA3.1(A) vektoriine klonlanmasinm ardindan
sense vektorden protein ekspresyonunun olup olmadiginin gosterilmesi gerekirdi.
Bunun icin konvansiyonel plazmit izolasyonu ile ekspresyon vektorii fazla miktarda
izole edildi ve 293T hiicrelerine transfeksiyonda kullanildi. TWIST1’in ektopik
ekspresyonunu gostermek i¢in transfekt edilmemis 293 T hiicre lizatinin yanisira asir
TWIST1 ekspresyonu yapan MDA-MB 231 hiicrelerinin lizat1 da “pozitif kontrol”
olarak kullanildi. Sekil 4.8’de goriildiigii gibi klonlanan vektérden basarili bir sekilde
protein ekspresyonu gerceklestirildi.
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293T 293T-Twistl MDA231

B-aktin

Sekil 4.8. 293T hiicrelerinde insan TWIST1 ekzojen ekspresyonunun western blot yontemi ile
gosterilmesi.

4.4. 293T Hiicrelerinde EGF Muamelesi ile Zamana Bagh AKT Fosforilasyon
Diizeyinin Belirlenmesi

TWIST1 ekspresyonunun 293T hiicrelerinde gosterilmesinden sonra yapilan
caligmalarin ¢ogu 293T hiicrelerinde yapildi. EGF-aracili AKT aktivasyonu
calismamiz i¢in Onemli oldugundan bu hiicrelerde EGF-aracili AKT
fosforilasyonunun belirlenmesi gerekiyordu. Bunun i¢in, %70-80 konfluent olan
hiicreleri bir gece boyunca serumsuz ortamda tutup hiicrede var olan AKT
aktivasyonunun yok olmasimi veya minimum seviyeye inmesini sagladiktan sonra
hiicrelere 10 ng/mL insan Epidermal Growth Factor (EGF) vererek hiicreleri 0, 5, 15,
30, 45, 60, 120 ve 180 dk. EGF ile inkiibe ettik. Bu ¢alismanin sonucuna gore, EGF
bu hiicrelerde ¢ok hizli AKT aktivasyonu yapmaktadir. En yiiksek fosforilasyon 60.
dakikada gdzlenmis ve bu seviye ilerleyen saatlerde hizla azalmistir (Sekil 4.9).

120 180 dk (10ng/ml EGF)

P-AKT

3,5

2,5

1,5

0,5 +

1
=]
wn
[
Ln

Sekil 4.9. 293T hiicrelerinde zamana bagli EGF muamelesinde AKT fosforilasyon diizeylerinin

belirlenmesi.
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4.5. TWIST1 ve AKT’nin Birbirine Baglanmasimin Immiinopresipitasyon ile
Gosterilmesi

EGF aracili AKT aktivasyon kinetiginin belirlenmesinin ardindan AKT’nin
TWISTI ile en iyi baglanacagi zaman agisindan 60. dakikanin uygun olduguna karar
verip Immiinopresipitasyon (IP) deneyi yapildi. Sekil 4.10°da gériildiigii gibi AKT
enzimi Kontrol (K) 6rneginde bile TWISTT1 ile baglanmaktadir, EGF muamelesi bu
baglanmay1 daha da artirmigtir. TWIST1’in tam pozisyonunu belirlemek i¢in MDA -
231 lizat1 jelde 5. kuyucuga yiiklendi. Isima siiresinin artirilmasi ile baglanti1 daha net
goriilmektedir.

1P: AKT TWIST IP: AKT TWIST P: AKT TWIST

K EGF K EGF MDA K EGF K EGF MDA K EGF K EGF MDA

TWIST1 TWIST1 TWIST1

TWIST1 Western Blot TWIST1 Western Blot TWIST1 Western Blot

Sekil 4.10. TWIST1 ve AKT nin fiziki olarak baglanmasinin immiinopresipitasyon ve western blot

yontemleri ile gosterilmesi.

4.6. TWIST’in AKT Tarafindan Fosforile Edilmesinin Gosterilmesi

AKT ve TWIST1 in fiziki olarak birbirine baglandigini gosterdikten sonra EGF
muamelesi ile aktive edilmis olan AKT’nin TWIST1’1 in vitro sartlar altinda
fosforile edip etmediginin gosterilmesi gerekirdi. Bu soruya cevap vermek i¢in iki
ayr1 petride ¢ogaltilan %70-80 konfluent MDA-231 hiicreleri gece boyu serumsuz
ortamda tutulduktan sonra petrilerden biri 60 dk. EGF ile muamele edilmis digeri ise
muamele edilmemistir. IP saflagtirmasindan sonra Sekil 10’da goriildigii gibi EGF
muamelesi ile aktive olan AKT ¢ok net bir sekilde TWIST1’1 fosforile etmektedir.
(Sekil 4.11)

K EGF (10ng/ml)

. P-AKT
Substrat

By kN

' Twist1

Sekil 4.11. TWIST1’in AKT tarafindan fosforile edilmesinin in vitro kinaz reaksiyonu ile
gosterilmesi.

51



4.7. Insan TWIST1 Proteinlerinin Site-Directed Mutagenez (SDM) Yontemi ile

Mutantlarinin Yapilmasi

Elde edilen sonuclar TWIST1’in bir AKT substrati oldugunu acikca
gostermektedir. Bu fosforilasyonun bir Oneminin olup olmadiginin molekiiler
diizeyde gosterilebilmesi i¢in insan TWIST1 proteininin AKT fosforilasyon noktalar
olan Serin42 (S42), Treonin 121 (T121) ve Serin 123 (S123) nolu amino asitlerin
kodonlarinin fosforile edilemez Alanin (A) kodonuna ve fosforilasyonu taklit eden
Glutamik asit (E) kodonlarina SDM yontemi ile cevrdik. Mutant plazmidler E.coli
DHS50 susuna transforme edildikten sonra Ampicillinli agar petrilerinde olusan
bakteri kolonileri gogaltilarak bunlardan plazmit izolasyonu yapildi. izole edilen
mutant plazmitler TWIST1 klonlama primerleri kullanilarak PCR amplifikasyonlari
ve devaminda DNA dizi analizleri gerceklestirildi. DNA dizi analizi sonuglar1 ve
elde edilen tiim mutasyonlar agsagida verilmistir (Sekil 4.12-13-14-15-16-17).

insan TWIST1 S42A (AGC->GCC)

| || ] ‘ ,.II ‘ ’\ A !.qll / | fr\ Inl .Ii!;l ll'*\ i H / | A H
[ | {1 | [ [ |"|‘| Ii‘ll [ ;||J /' ‘I"I‘ﬁ
|(| ‘:I{ ; # :' :"|_ H|| { !" w',i ; \ iil H'| il ‘-l I| \f l\: | }'/ l', / \i .'; \‘\' \g .Il ‘II _Jﬂ I‘i Jll 1 / \ l'/ \ / \\ l” !)I J \I‘
NIRRT
Insan TW!ST‘l Normal — | | |

[ ‘ .”I A l "ﬁ" [ I:-:II | |‘!I‘II‘| I-"", f ‘."
L Tl At
| \ ] AL | ‘

'| |I | |
!Ii lil f} \‘f ||/ V \ |/1 &i ‘lll ' \J | /V l‘l‘ II |’ ﬁ]l , Iﬂ.‘ Illfl

‘ || [ A \ | J\} ' ‘u. . I ‘Ei, ‘

Sekil 4.12. insan TWIST1 S42A mutasyonunun DNA dizi analizi ile gosterilmesi.
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insan TWIST1 T121A (ACC->GCC)

< < o o A Q9 < o 3 € - o 13 o Q < < 9 < L] < Qo -~ A Qo
4T ] 450
W )
Insan TWIST1 Normal
1 ] . . I v 1 " I I . 1 [} ] 1 . ' 1 1 . [ . . . w »
< a a a - a L G < < - o 13 a - [ [ 13 -~ a9 T < a [ a - - [ a -
390 B »0 40

Sekil 4.13. insan TWIST1 T121A mutasyonunun DNA dizi analizi ile gosterilmesi.

insan TWIST1 S123A (TCG->GCG)

[ R T © T e © © ° c < 9 A A € © A © o ¢ o c
“r0 %0 w0
—
i A /W & x o N
e e e Sanl EETRY CET ST Sty SELRS By | L i R )
¢ & & A O W@ 0 © » © e e 'w el e ole s < o 9. @ & © <
e 40
—_—
> . /\/\

Sekil 4.14. insan TWIST1 S123A mutasyonunun DNA dizi analizi ile gosterilmesi.
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insan TWIST1 S42E (AGC->GAG)

insan TWIST1 Normal
T T T T T e S T e 1 pe e

€ A L]

insan TWIST1 T121E (ACC->GAG)

== A

Sekil 4.15. insan TWIST1 S42E mutasyonunun DNA dizi analizi ile gosterilmesi.

i i - 1 2 & . ] i . v * N ]
s a a A ® ¢ a ¢ ¢ A - e <
20

—

Sekil 4.16. insan TWIST1 T121E mutasyonunun DNA dizi analizi ile gosterilmesi.
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insan TWIST1 5123A (TCG->GAG)

e € c A @
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Sekil 4.17. insan TWIST1 S123E mutasyonunun DNA dizi analizi ile gosterilmesi.

4.8. insan TWIST1 Mutantlarinin Ekspresyonlarinin Gosterilmesi

SDM yontemi ile mutasyonlar olusturulduktan sonra elde edilen SDM
yontemine bagli olarak vektdorde meydana gelebilen sonlandirma kodonlarindan
dolay1 protein ekspresyonlarinin dogrulanmasi gerekir. Bu nedenle Kalsiyum Fosfat
transfeksiyon yontemi ile 30 ug plazmit DNA’lar1 293T hiicrelerine verilmis ve 72
saat boyunca protein ekspresyonuna devam edilmistir. Bu siire sonunda elde edilen
lizatlar kullanilarak western blot yontemi uygulanmigtir. Sekil 4.18’de goriildiigii
gibi SDM siirecinde mutantlarin ekspresyonunu olumsuz etkileyecek bir durum
olusmamis ve tiim mutant proteinler yiiksek miktarda ekspresyon gostermislerdir.

K 1A 2A 3A 1E 2E 3E

Twistl
-
*-H- M—— — — -aktin
1A-S42A:; 2A-S42A+TI21A; 3A-S42A+T121A+S123A
1E-S42E; 2E-S42E+T121E; 3E-S42E+T121E+S123E

Sekil 4.18. Site-directed mutagenez yontemi ile olusturulmus insan mutant TWIST1 gen
ekspresyonlarinin 293T hiicrelerinde western blot yontemi ile gosterilmesi.
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4.9. Yabanil Tip ve Mutant TWIST1’in DNA’ya Baglanma Kabiliyetinin Jel
Retardasyon Deneyi ile Gosterilmesi

4.9.1. insan TWIST1’in Alanin Mutantlarimin DNA’ya Baglanma Uzerindeki

Etkisinin Gosterilmesi

Olusturulan ve ekspresyonlar1 gosterilen TWIST1’in 6zellikle Alanin
mutantlarinin bu proteinin hedef DNA’ya baglanmasini etkileyip etkilemedigi
arastirildi. Bunun i¢in Alanin mutantlarin1 293T hiicrelerine transfekt ettikten sonra
Jel Retardasyon deneyi i¢in uygun hiicre lizatlar1 hazirlandi ve deney protokolii
uygulandi. Sekil 4.19°da goriildiigii gibi EGF muamelesi yabanil tip TWIST1’in
DNA’ya baglanmasimi yaklasik 2 kat artirmistir. Daha 6nemlisi EGF verilmeyen
orneklerde kullandigimiz biitiin Alanin mutantlar1t TWIST1’in DNA’ya baglanmasini
etkin bir sekilde azaltmistir, zira buralardaki bant yogunlugu kontrol 6rnegin verdigi
yogunluktan daha azdir. Bunun yani sira, Alanin mutantlarini tasiyan hiicrelere EGF
verildiginde bu Orneklerden elde edilen TWIST1 bantinin yogunlugu yabanil tip
TWIST1 bulunduran ve EGF ile muamele edilen hiicrelerden elde edilen TWIST1
bant yogunlugundan ¢ok daha zayiftir. Bu sonuglar TWIST1’in en azindan belirlenen
noktalarindan AKT-aracil1 fosforilasyonunun bu faktoriin hedef DNA’ya baglanmak
icin gerekli oldugunu gostermektedir (Sekil 4.19).

S42A+T121A
S42A+T121A+S123A
S42A+T121A+S123A + EGF

S42A + EGF
~ S42A+T121A + EGF

o
o = <
g w
o e o0 ¢
o N w (7]
: ,

—> Supershift

—> Twistl

Sekil 4.19. insan TWIST1’in Alanin mutantlarinin TWIST1’in hedef DNA’ya baglanmasina olan
etkileri.
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4.9.2. PBK Inhibitoriiniin (LY-294002) EGF-aracth TWIST1 Aktivasyonu
Uzerine Olan Etkisi

Alanin mutantlarinin etkinligi belirledikten sonra AKT aktivasyonunun inhibe
edilmesi durumunda bunun yabanil tip TWIST1’in aktivitesini nasil etkileyecegini
arastirdik. Bunun i¢in devamli olarak yabanil tip TWIST1 ekspresyon vektoriinii
bulunduran 293T hiicreleri EGF muamelesinden once 20 uM PI3K inhibitorii olan
LY294002 ile 1 saat muamele edildi. Ardindan hiicreler 10 ng/mL EGF ile 60 dk.
muamele edildi ve Jel Retardasyon deneyi uygulandi. Sekil 4.20°de goriildiigii gibi
LY ile on muamele EGF-aracitli TWIST1 aktivasyonunu belirgin sekilde
engellemistir. Bu deneyde elde ettigimiz TWIST1 bantinin gercekten TWIST1 e ait
olup olmadigini belirlemek i¢cin TWIST1+EGF 6rnegine anti-TWIST1 antikoru (200
ng) reaksiyon siiresince ilave edilmistir. Bu tip reaksiyonlarda antikor, baglanma
reaksiyonu sirasinda ya TWIST1’e baglanarak onun DNA’ya baglanmasini engeller
ya da DNA’ya baglanmus TWIST1’e baglanarak daha agir kompleks olusumunu
saglayarak “supershift” olugmasina sebep olur. Bu deneyimizde “supershift” ¢ok
zaylf gorlinmektedir ve olusan shift’in yogunlugu TWISTI+EGF sirasindan elde
edilen yogunluktan daha azdir. Bu en azindan shift olusturan faktériin TWIST1
oldugunu gosterir.

~ Anti-TWIST ab + EGF

o
a £ .,
o (®] O
a. -4 w

LY

Supershift

Twist1

Sekil 4.20. PI3K Inhibitdrii LY294002’nin TWIST1’in DNA’ya baglanmasina olan etkisi.
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4.9.3. Dominant Negatif ve Siirekli Aktif AKT Formlarimn EGF-aracih
TWIST1 Aktivasyonu Uzerine Olan Etkileri

AKT inhibisyonunun TWIST1 aktivitesine etkisini Ol¢tiigiimiiz bir diger
deneyimiz de AKT nin “dominant negatif” 6zellik gosteren formu (DN-AKT) ile
stirekli aktif (CA-AKT) formunu ektopik TWIST1 ekspresyonu yapan 293T
hiicrelerine Kalsiyum Fosfat yontemi ile transfekte ettik. Bu proteinleri 48 saat
sentezledikten sonra hiicreler gece boyu serumsuz ortamda tutuldu. Ardindan EGF
muamelesi yapilarak hiicre lizatlar1 toplandi ve belirtilen sekilde Jel Retardasyon
deneyi yapildi. Sekil 4.21°de goriildiigi gibi 6zellikle DN-AKT nin eksprese edildigi
orneklerde yabanil tip TWIST1’in DNA’ya baglanma aktivitesi ciddi diizeyde
azaltilmigtir, ayrica DN-AKT, EGF muamelesi ile elde edilen TWIST1 shift’ini de
tamamen inhibe etmistir. Siirekli aktif CA-AKT ekspresyonu yapan hiicrelerde
TWISTI+EGF orneginde elde edilen sonugtan daha giiclii bir sonug elde
edilmemistir. Bu tip deneylerde dominant negatif orneklerin etkisini gérmek daha
kolaydir, ¢iinkii TWIST1’in aktivasyonu ig¢in ihtiya¢ duyulan aktif AKT miktar
genomik AKT tarafindan rahatlikla saglanabilir. Netice itibar1 ile fosforilasyon
reaksiyonlarinda hem substrat (TWIST1) hem de bunu fosforile edecek aktif AKT
i¢in bir iist sinir (treshold) vardir. Bizim sonucumuza gore endojen AKT bu iist sinir1
olusturabilmektedir. Bir onceki deneyimizde yaptigimiz gibi bu deneyde de
“supershift” gérmek icin reaksiyon ortamina anti-TWIST1 antikorundan koyduk, bu
kez antikor miktarin1 400 ng olarak ilave ettik. Asagidaki sekilde de goriildiigii gibi
antikor bulunduran 6rnekte hem orijinal TWIST1 shiftinin yogunlugu beklenildigi
gibi azalmis hem de goriiniir bir TWIST1’den kaynaklanan “supershift” olusmustur.
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Sekil 4.21. CA- ve DN-AKT ekspresyonlarinin EGF-aracili TWIST1 aktivasyonuna etkileri.
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4.10. TWIST1 Tarafindan Pozitif veya Negatif Olarak Diizenlenen Genlerin
Ekspresyonlarinin Belirlenmesi
Bu calismamizda transkripsiyonu TWIST1 tarafindan indiiklenen Vimentin
ve N-Kaderin genleri ile transkripsiyonu TWIST1 tarafindan baskilanan E-Kaderin
geninin ekspresyonlarina bakildi. Bu calisma s6z konusu proteinleri bulunduran
secilmis populasyon iizerinde yapildi ve hiicre lizat1 normal biiyiime sartlarinda aktif
proliferasyon asamasinda olan hiicrelerden elde edildi.

4.10.1. MDA-MB-231  Hiicrelerinde @ TWIST1  Baskillanmasinin EMT

Markerlarinin Ekspresyonlar1 Uzerindeki Etkisi

Pozitif kontrol olarak olarak kullandigimiz MDA-MB-231 hiicrelerine
klonlama siirecinde elde ettigimiz TWIST1-antisense vektoriinii vererek sectigimiz
MDA-231 klonlarindan en yiliksek TWIST1 baskilanmasini gosteren klondaki
TWISTI1, E-Kaderin ve Vimentin ekspresyonlar1 incelendi. TWIST1 deplesyonu
durmunda E-Kaderin ekspresyonunda artis, Vimentin ekspresyonuda ise biiyiik
oranda baskilanma meydana gelmistir (Sekil 4.22).

Vimentin

B -aktin

Sekil 4.22. Anti-sense vektorii ile TWIST1 ekspresyonu baskilanan MDA-231 hiicrelerinde bu
baskilamanin E-Kaderin ve Vimentin ekspresyonlarina olan etkisi.

4.10.2.293T Hiicrelerinde Eksprese Edilen Yabaml Tip ve Mutant TWIST1
Proteinlerinin EMT Markerlar1 Uzerindeki Gen Ekspresyon Etkisi

Yabanul Tip ve Mutant TWIST1 proteinlerini eksprese eden
popiilasyonlardan elde edilen ekspresyon seviyeleri ayni blottan elde edilen
GAPDH’e (internal kontrol) béliinerek indiiksiyon/represyon miktarlar1 niimerik
olarak da ifade edilmistir. Sekil 4.23°de goriildiigii gibi transkripsiyonu yabanil tip
TWIST]1 tarafindan baskilanan E-Kaderin geninin ekspresyonu Alanin mutantlarinda
kademeli olarak artmis ve 3A mutantinda baz alinan seviyenin ¢ok iizerinde bir E-



Kaderin ekspresyonu elde edilmistir. Bunun aksine yine ii¢ Alanin mutasyonunu
tastyan 3A mutantt N-Kaderin ve Vimentin ekspresyonlarini istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde ciddi derecede baskilamistir. Ayrica yabanil tip TWIST1 gibi 1E
ve 3E mutantlar1 N-Kaderin ve Vimentin ekspresyonlarini arttirmigtir. Bu
ekspresyonlarin artiginda 6zellikle 1E mutant1 anlamli derecede dikkat ¢ekicidir.
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Sekil 4.23. 293T hiicrelerine yabanil tip ve mutant formlar1 igeren TWIST1-pcDNA3.1(A)
transfeksiyonu neticesinde E-Kaderin, N-Kaderin ve Vimentin ekspresyon degisimlerinin
western blot yontemi ile gosterilmesi.
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Western blot yontemiyle gosterdigimiz bu bulgulart dogrulamak adina, ek
olarak immiinfloresan sitokimya yontemi ile de yabanil tip ve mutant TWISTI
proteinlerinin E-Kaderin, N-Kaderin ve Vimentin ekspresyonlar1 {izerindeki etkisini
belirledik (Sekil 4.24). Sonuglara baktigimizda, E-Kaderin ekspresyonu TWIST1’in
yabanil tip ve E mutantlarinda baskilanirken, A mutantlarinda artmaktadir. N-
Kaderin ve Vimentin ekspresyonlar1 ise TWIST1’in yabanil tip ve E mutantlarinda
indiiklenirken, A mutantlarinda baskilanmaktadir.

E-Kaderin N-Kaderin Vimentin Twistl
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o
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>
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Sekil 4.24. Yabanil Tip ve Mutant TWIST1 proteinlerinin E-Kaderin, Vimentin ve N-Kaderin
ekspresyonlarina etkisinin immiinfloresan sitokimya yontemi ile gosterilmesi.
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4.11. Yabam Tip ve Mutant TWIST1 Proteinlerini Eksprese Eden 293T

Hiicrelerinin Proliferasyon Oranlar

Bu calismamizda olusturdugumuz TWIST1 mutantlarinin  biyolojik
etkinliklerini hiicre doku kiiltlirii sartlarinda test etmek istedik. Bunun igin
Neomisin/G-418 varliginda kararli olarak ektopik TWIST1 ekspresyonu gosteren
hiicre populasyonlar1 4 hafta boyunca secildi ve goreceli proliferasyon hizlari
belirlendi (Grafik 4.1). Yabanil Tip TWIST1 eksprese eden hiicrelerde anlamli
derecede proliferasyon hizi artmistir. Bunun aksine Alanin mutantlari ise ¢ok net bir
sekilde proliferasyonu olumsuz olarak etkilemislerdir, ancak, Glutamik asit
mutantlarindan beklenen yabanil tipin iizerinde bir proliferasyon hizi saptanmamugtir.
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*
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Goreceli Hiicre Proliferasyonu
e

Grafik 4.1. Yabanil tip ve mutant TWIST 1’lerin transfekte edildigi 293T hiicrelerinde WST-1 aracili
proliferasyon deneyi sonucu.
(ANOVA p degerleri; WT-0.001, 2E-0.006, 3E-0.002)

4.12. Yabam Tip ve Mutant TWIST1 Proteinlerini Eksprese Eden 293T

Hiicrelerinin Migrasyon Oranlari

Yabanil tip ve Mutant TWIST1 eksprese eden hiicreler Neomisinli ortamda
secildikten sonra migrasyon oranlart Oris Migrasyon Assay deneyi ile belirlendi. Bu
deneyde yabanil tip ve alt1 adet TWIST1 mutanti iceren 293T hiicreleri 96 kuyucuklu
platede her kuyucugun ortasina yerlestirildi ve hiicreler kitte mevcut olan stoper
cevresine ekildi. Hiicreler stoperin ¢evresinde tamamen dolduktan (konfluent) sonra
stoper uzaklastirildi. Hiicreler 10 ng/ml EGF ile muamele edilerek 48-72 saat
boyunca orta bosluga dogru gio¢ etmeleri saglandi ve gog¢ edilen alanlar belirlendi.
Calismamizda her bir 6rnek i¢in 3 kuyucuk kullanildigindan 6rneklerden elde edilen
numerik degerlerin ortalamasi alinarak hesaplandi (Grafik 4.2). Bu sonuca gore
yabanil tip TWIST1 ekspresyonu yapan hiicreler bos vektorii bulunduran hiicrelere
gore %25 daha hizli gé¢ etmislerdir. Tiim ¢alismalarimiz boyunca gordiigiimiiz gibi
Alanin mutantlarinin etkisi burada da net bir sekilde goriilmekte ve hiicre gdcilinii
baskiladig1 anlagilmaktadir. Tiim sonuclarin genel ortalamasi diisiintildiigiinde
olusturdugumuz Alanin mutantlarinin “dominat negatif” etki gdstermesi beklenen bir
durumdur. Glutamik asit mutantlar1 ise yabanil tip hiicre migrasyon oranini
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gecmemistir. Ancak, 3E mutantin1 eksprese eden hiicreler kontrole oranla daha
yiiksek migrasyon kabiliyeti gostermistir.
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Grafik 4.2. TWIST1 transkripsiyon faktdriiniin yabanil ve mutant tiplerini eksprese eden 293T
hiicrelerinin migrasyon oranlari.
(ANOVA p degerleri; WT-0.000, 1A-0.014, 3A-0.000, 3E-0.014)
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4.13. Dracunculus vulgaris ve Achillea millefolium Metanolik Bitki
Ekstraktlarindan Elde Edilen Molekiillerin TLC Plakalarda
Ayristirilmasi

Dracunculus vulgaris (Dv) ve Achillea millefolium (Am) bitkilerinin
metanolik ekstraktar1 hazirlanarak TLC plakalarda kloroform/eter karigiminda
yiiritiildi. Sekil 4.25°te goriildiigli gibi Dracunculus vulgaris’ten iki (Dv1l ve Dv2)
ve Achillea millefolium’dan ii¢c molekiill (Aml, Am2 ve Am3) stabil ve yogun
miktarda elde edildiginden dolay: tercih edilmistir. Bu molekiiller TLC plakada
bulunduklar1 yerden kesilerek izole edilmistir.

Dvl Dv2 Aml Am2 Am3

Sekil 4.25. Dracunculus vulgaris (Dv) ve Achillea millefolium (Am) bitki ekstraktlarindan elde edilen
bes molekiiliin TLC plakalardaki goriintiisii.
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4.14. 1Izole edilen Organik Molekiillerin IC50 Degerlerinin Belirlenmesi

MDA-MB 231 hiicrelerinin saflastirilan Dvl, Dv2, Aml, Am2 ve Am3
molekiillerine duyarliligini test etmek icin bu molekiillerin maksimum inhibitor
konsantrasyonun yarisi (IC50) degerlerinin belirlenmesi gerekmektedir. MDA MB
231 hiicrelerine 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62, 7.81 ve 0 pg/ml konsantrasyonlarinda
72 saat boyunca izole edilen molekiiller muamele edildi. WST-1 deneyi ile
sitotoksisite optik dansite degerleri belirlendi. Buna gore GraphPad Prism 5.1
programi yardimiyla regresyon analizi gergeklestirilerek grafikler olusturuldu ve
IC50 degerleri belirlendi (Grafik 3).
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Grafik 4.3. Dv1, Dv2, Aml, Am2 ve Am3 molekiillerinin IC50 degerlerinin hesaplandig: regresyon
egrileri.

4.15. izole Edilen Organik Molekiillerin TWIST1 ve EMT Markerkeri
Uzerindeki Etkileri

IC50 degerleri belirlenen Dvl, Dv2, Aml, Am2 ve Am3 molekiillerinin
MDA-MB231 hiicrelerindeki TWIST1 ve EMT markerlarinin ekspresyonlari
tizerindeki etkisini gormek icin western blot yontemi uygulandi. Bunun i¢in %70
konfluent olarak ekilen hiicrelere izole edilen her molekiilin IC50 degeri kadar
miktarda gece boyunca uygulama gergeklestirildi. Siire sonunda hiicre lizatlar
hazirlandi ve TWIST1, E-Kaderin, N-Kaderin ve Vimentin ekspresyonlar1 gosterildi.
Sonuglar image J programi kullanilarak bant yogunluklari hesaplandi ve p-aktin
ekspresyonuna gore normalize edilerek kontrolle kiyaslandi. Bulgularimiza gore
Dvl, Aml, Am2 ve Am3 molekiilleri TWIST1 ekspresyonunu degistirmedi, yalniz
Dv2 TWIST1 ekspresyonunu kontrole gore 1,5 kat arttirdi. Biitiin molekiillerin E-
Kaderin ekspresyonunu baskiladigin1 gosterdik. En fazla olarak Am2 molekiilii,
kontrole gore %75 oraninda E-Kaderin ekspresyonunu baskiladi. Ayrica, Dv2 ve
Am?2 molekiilleri, kontrole oranla iki kattan fazla olmak iizere Vimentin
ekspresyonunu indiikledi (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. izole edilen Dv1, Dv2, Aml, Am2 ve Am3 molekiillerinin MDA-MB 231 hiicrelerinde
Twistl, E-Kaderin, N-Kaderin ve Vimentin ekspresyonlari iizerindeki etkilerinin western
blot yontemi ile gosterilmesi.
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TARTISMA

Diinya Saglik Orgiitiiniin 2012 yil1 verilerine gore Diinya’da toplam 14,1
milyon yeni kanser vakasi tanimlanmis ve 8,2 milyon kansere bagli olim
gerceklesmistir [131]. Bu o6liimlerin %90°1 metastaz nedeniyle meydana gelmektedir
[43].

Kanser metastazi, primer tiimor olusmasi neticesinde, mutasyonlarin artis1 ve
epigenetik modifikasyonlarla gen ekspresyon diizeylerinin degisimine bagli olarak
gelisir. Bu olayda hiicreler Epitelyal Mezenkimal Transisyon (EMT) siirecine girerek
epitelyal kokenli bir tiimor hiicresinin karakterini kaybederek invazyon kabiliyeti
yiiksek metastatik mezenkimal 6zellikler kazanir. Bu nedenle arastirmacilar hiicresel
yolaklarla etkilesimi olan kavsak noktalardaki regiilator molekiillerin arastirilmasi
yoluna odaklanmislardir. Bu molekiillerden birisi AKT Serin/Treonin kinaz
enzimidir. AKT, bir¢ok regiilator proteinin fonksiyonunu diizenleyen master
regiilator olarak tanimlanan bir enzimdir. Yapilan arastirmalar AKT’nin onkogenik
siirecte hiicre biiylimesi, proliferasyonu, apoptotik hiicre 6liimii, EMT, anjiyogenez
ve metastazda merkezi bir role sahip oldugunu ortaya koymustur [42], [43], [48].

Metastaz siireci cok yonlii ve kompleks basamaklari olan bir siirectir. Bu
siirecte kilit nokta EMT nin de baslangic ve en 6nemli asamasini olusturan E-
Kaderin kaybidir. Ornegin, meme kanserinin progresyonu ile iliskili olarak invazif
duktal meme kanseri dokularinda %50 oraninda E-Kaderin geninde inaktivasyon
mutasyonlar1 tanimlanmistir. Infiltre lobular meme kanser dokularinda ise cogu
ornekte E-Kaderin kaybinin meydana geldigi sonucuna varilmistir. Buna bagl olarak
timor dokularinda invazif fenotipin  gelistigi  belirlenmistir.  E-Kaderin
ekspresyonunun tekrar saglandigi durumda ise tiimor agresivitesinde azalma
meydana gelmektedir [109].

Simdiye kadar EMT ile iliskili metastazin molekiiler mekanizmasini
anlamaya yonelik yapilan arastirmalarda, olayin AKT aktivasyonuyla basladig: ve E-
Kaderin ekspresyonunun transkripsiyonel olarak baskilanmasi ile sonuc¢landigi
anlagilmistir. Metastaz olayinda AKT ve E-Kaderin kayb1 arasindaki iliski ¢cok net
bir sekilde ortaya konmustur. Bu baglamda olayin mekanizmasini agiklamak adina
AKT ve E-Kaderin arasindaki iliskiyi saglayan fonksiyonel molekiillerin tesbiti
calismalar1 hiz kazanmistir. Yang J. ve arkadaslarinin 2004 yilinda yaymladiklar
calismada metastatik olmayan ve metastatik meme karsinoma hiicre hatlar
arasindaki TWIST1 ekspresyonlar1 kiyaslandiginda metastatik fenotipin artisina
paralel olarak TWIST1 ekspresyonunda da artis meydana geldigi gosterilmistir. Bu
durum in vivo olarak da BALB/c farelerde dogrulanmistir. Ayrica ekzojen olarak
TWIST1 ekspresyonunun saglandigr normal epitelyal kokenli bobrek hiicrelerinde
(MDCK) EMT siirecinin bagladigi, hiicrelerin E-Kaderin baskilanmasiyla beraber
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mezenkimal markerlarinin arttigi ve hiicrelerin invazyon kabiliyetini kazandigi
belirlenmistir. Dolayisiyla, EMT-aracili metastatik patern gosteren hiicrelerde
TWIST]1 ekspresyonu artmaktadir [25].

EMT-aracil1 metastaz indiiksiyonunda TWIST1 ve PI3K-AKT yolagi 6nemli
rol oynamaktadir [132], [132]. AKT aktivasyonuna bagli olarak E-Kaderin sentezinin
baskilanmasi sonucu hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraseliiler matriks etkilesiminin
azaldigi bilinmektedir [53]. Ancak, AKT aktivasyonuna bagli E-Kaderin
baskilanmasinin molekiiler mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamigstir. Bu nedenle
projemizde bu iliskiyi aciklayabilecek faktoriin TWIST1 olabilecegini diisiindiik. Bu
dogrultuda TWIST1’in protein dizisini inceledigimizde TWIST1’in AKT-aracili
fosforilasyonla aktive olabilecegini 6ngordiik, zira TWIST1 yapisinda “RxRxxS/T”
konsensus dizisi i¢inde iic adet AKT fosforilasyon noktasi belirledik. Genetik ve
biyokimyasal ¢aligmalara baslamadan hipotezimizi test edebilecegimiz uygun kanser
hiicre hatlarin1 belirlemek istedik. Elimizdeki hiicrelerde TWIST1 ekspresyon
seviyesine baktigimizda metastatik olan hiicre hatlarinda TWIST1 ekspresyonunun
literatiirde belirtildigi gibi yiiksek oldugunu gdsterdik [132]. Endojen TWISTI
seviyesinin yiiksek oldugu hiicrelerde metastaz ve invazyon kabiliyeti TWIST1e
bagl olarak gelisiyorsa, metastatik olmayan ve TWIST1 ekspresyonu yapmayan
veya ¢ok az yapan hiicrelere ekzojen olarak TWIST1 ekspresyonunu sagladigimizda
invazyonun artmasi gerekir diye diistinerek ekzojen TWIST1 ekspresyonlarini ¢ok az
TWIST1 ekspresyonu yapan 293T hiicrelerinde yaptik. Bdylece yabanil tip ve
mutant TWIST1’in hiicre proliferasyonu ve migrasyona olan etkilerini bu hiicrelerde
test ettik.

Calismamizda, metastatik meme karsinomu hiicre hattt olan ve yiiksek
TWIST1 ekspresyonu gosteren MDA-MB 231 hiicrelerini pozitif kontrol ve cDNA
kaynagi olarak kullandik. Insan TWIST1 c¢DNA’sim amplifiye ettikten sonra bir
memeli ekspresyon vektorli olan pcDNA3.1(A) vektoriine in frame olarak klonladik
ve ekspresyonunu gosterdik. TWIST1’in AKT tarafindan fosforile edildigini
gostermek istedigimizden hem AKT hem de TWIST1 antikorlar1 kullanarak
saflagtirdigimiz proteinlerle hem AKT ve TWIST1’in birbirine baglandigin1 hem de
in vitro kinaz deneyi ile TWIST1’in AKT tarafindan fosforile edildigini gdsterdik.
Fosforile olan TWIST1’in fonksiyonelligini géstermek i¢in hiicre ¢ekirdeginde hedef
DNA’ya baglanmasin1 “gel retardation” deneyi ile gosterdik. AKT aktivasyonuna
sebep olan EGF ile muamele sonunda kontrole gore TWIST1’in DNA’ya baglanma
kabiliyetinde artis, AKT aktivasyonunu engelleyen PI3K inhibitorii LY294002
varhiginda ise TWIST1’in DNA’ya baglanma kabiliyetinde %50 oraninda azalma
saptadik. Bu deneyi dogrulamak i¢in AKT’nin devamli aktif formu olan CA-AKT
(Constitutively Active-AKT) ve fosforilasyonla aktive olamayan DN-AKT
(Dominant Negative-AKT) mutant formlarin1 ekzojen olarak eksprese ettigimiz
durumda da tekrarladik. DN-AKT eksprese eden hiicrelerde TWIST1’in kontrole
oranla DNA’ya baglanma 6zelliginde biiylik bir azalma meydana gelmis ve CA-AKT
ekspresyonu varliginda ise EGF verilen durumdaki kadar yiiksek DNA baglanmasi
saptanmistir. Bu sonuglar TWISTI’in hedef DNA’ya baglanma 6zelliginin AKT
tarafindan fosforilasyonuna bagl oldugunu gostermistir.

67



TWIST1 protein dizisinde saptadigimiz ii¢ adet AKT tanima dizilerinin
hangisi ya da hangilerinin fonksiyonel olup olmadigim1 dogrulamak i¢in hedef
dizilerde Site-Directed Mutagenez (SDM) yontemiyle fosforile olan Serin (S) ve
Treonin (S) amino asitlerinin fosforile edilemeyen Alanin (A) ve fosforilasyonu
taklit eden Glutamik asid (E) formlarina g¢evirdik. Bunun i¢in S42, S42+T121 ve
S42+T121+S123 mutant TWIST1 formlarin1 olusturduk ve 293T hiicrelerinde
ekspresyonlarini gosterdik. TWIST1, “CANNTG” konsensus dizisine uyan “E-Box”
bulunduran genlerin promotoruna baglanarak bu genlerden transkripsiyonel
indiiksiyon veya represyon yapar. DNA’daki E-kutusu dizi c¢esitliligi dimerize
haldeki TWIST1 agisindan oOnemlidir. Yapilan arastirmalar homodimer veya
heterodimer olusumuna goére ve TWISTI1’in dimerizasyon partnerine gore farkli
genlerin transkripsiyonel regiilasyonunu saglayabilmektedir [89]. Ornegin, TWIST1
tercihli olarak TWIST1-E2A dimerizasyonu durumunda “CATATG” dizisine
baglanir [132]. Dolayisiyla, DNA’ya baglanma dizi o6zgilligiinde TWISTI’in
dimerizasyon partneri de belirleyici olmaktadir.

Saethre-Chotzen Sendromu (SCS) olgularinda DNA baglanma bolgesindeki
T121 ve S123 mutasyonlarn TWIST1’in PKA tarafindan fosforilasyonunu
engellemekte ve dimerizasyon partnerleri degistiginden SCS iligkili ekstremite
gelisiminde bozukluklar meydana gelmektedir [107]. Fare modelleriyle yapilan
calismalar AKT-aracili fosforilasyonla olusan TWIST1-Hand1 heterodimerlerinin
kalp gelisimi agisindan Onemli oldugunu gostermistir. Mutasyonlar ile bu
dimerizasyon engellediginde kalp gelisiminde bozukluklar meydana gelmektedir.
T121 ve S123 mutantlarin1 bulunduran farelerde hipertrofi, atriyal ve vetrikiiler
septal defektler gelismektedir. Bunun yani sira Hand1 mutant farelerde de hipertrofi
gelismekte ve dogumdan sonra 1-2 aylik donemde oliim goriilmektedir [133].
Bunlara gore, TWIST1 in fosforilasyon bolgeleri dimerizasyon partnerinin ve hedef
genlerin belirlenmesi agisindan Onemlidir. Bu agidan Alanin mutantlariyla
gerceklestirdigimiz jel retardasyon deneyine baktigimizda S42A ve S42A+TI121A
mutant formlarmin DNA’ya baglanma kabiliyetinin S42A+T121A+S123A mutant
formuna gore daha zayif oldugu goriilmektedir. Bu verilere gore 6zellikle S42 ve
T121 amino asilerinin fosforilasyonunun TWIST1’in hedef DNA’ya baglanmasi
acisindan ¢ok dnemli oldugu goriilmektedir.

TWIST1 promotorlarina baglandigi genlerin bazilarinin transkripsiyonunu
indiiklerken bazilarminkini de baskilar. Literatiide EMT belirteclerine baktigimizda
strandart olarak E-Kaderin epitelyal, N-Kaderin ve Vimentin ise mezenkimal belirte¢
olarak degerlendirilmektedir. Elde ettigimiz sonuclara gore TWISTI’in Alanin
mutantlar1 E-Kaderin ekspresyonundaki baskilamay1 ortadan kaldirmaktadir. Normal
sartlarda aktif TWIST1 E-Kaderin ekspresyonunu baskilayip N-Kaderin ve Vimentin
ekspresyonlarini indiiklediginden elde edilen Alanin (A) mutantlarinin TWISTI
fonksiyonunu tersine ¢evirmesinin bu bolgelerden fosforilasyonun aslinda ne kadar
onemli oldugunu gostermektedir. TWISTI’in Glutamik asit (E) mutantlarina
baktigimizda ise Alanin (A) mutantlarinin tersine N-Kaderin ve Vimentin
ekspresyonunu indiiklerken E-kaderin ekspresyonunu baskilamaktadir. Bu sonuglar
fosforilasyona baghh TWIST1 aktivasyon kurgumuzun dogru oldugunu
gostermektedir.
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TWIST1’in hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisine baktigimizda literatiirde
de belirtildigi gibi yabanil tip TWIST1 hiicre proliferasyonunu arttirmaktadir [134],
[135]. Olusturdugumuz mutantlara baktigimizda Alanin mutantlarinin tedrici olarak
hiicre proliferasyonunu baskiladig1 goriilmektedir. Hiicre migrasyonuna baktigimizda
ise yabanil tip TWIST1 literatiire uyumlu olarak hiicre migrasyonunu arttirmaktadir
[136-138]. Elde ettigimiz bulgulara gore 3A ve 3E mutantlar1 en anlamli sonuglari
vermektedir. 3A mutant1 en diisiik, 3E mutant1 ise yabanil tipe en yakin migrasyon
oranin1 saglamistir. Literatiirde de belirtildigi gibi fosforile TWIST1 aktin
polimerizasyonunu tetikleyerek hiicresel morfolojisinin mezenkimale kaymasina ve
migrasyon kabiliyeti kazanmasina neden olmaktadir [139].

Son zamanlarda oOzellikle kanser metastazinda TWIST1-aracili sinyal
yolaklar1 6nemini daha da arttirmistir. RNAi teknolojisiyle TWIST1’in baskilandigi
kosullarda buna paralel olarak tiimor hiicrelerinde metastaz kabiliyeti azalmaktadir
[135]. Bu nedenle TWIST1 kemoterapotik tedavi aragtirmalarinda yeni bir hedef
molekiil olarak degerlendirilmektedir. Inhibitér gelistirme calismalarinda hedef
molekiilin baglanma bdlgesinin belirlenmis olmasi etkinligi agisindan 6nemlidir.
Elde ettigimiz sonuglara géore TWIST1’in DNA’ya baglanma bdlgesini hedef alan
kimyasal veya peptido-mimetiklerin belirlenmesinde bizim sonug¢larimizin yon
gosterici olacagin1 umuyoruz.

Projemizde Dracunculus vulgaris (Yilan yastigl) ve Achillea millefolium
(Civan percemi) bitkileri kullanilarak olast TWIST1 inhibitorii tespiti ¢alismasini
gerceklestirdik. Bu bitkilerden metanol ekstraksiyonu ile elde ettigimiz ve
saflastirdigimiz Dv1, Dv2, Aml, Am2 ve Am3 molekiillerinin metastatik MDA-MB
231 hiicrelerinde TWIST1 ekspresyonu ve EMT markerlar1 olan E-Kaderin, N-
Kaderin ve Vimentin iizerindeki etkilerini belirledik. Elde ettigimiz sonuglara gore
etkin diizeyde TWIST1 ve EMT baskilanmasi gerceklesmedi. Aksine biitiin
molekiiller kontrole gore E-Kaderini baskiladi. Bunun yani sira Dv2 ve Am?2
molekiilleri kontrole gore iki kattan fazla oranda Vimentin ekspresyonunu indiikledi.
Ozellikle Am2 molekiilii, E-Kaderini en fazla baskilayan (%75 oraninda) ve
Vimetini en yiiksek oranda (2,5 kat) indiikleyen molekiil olarak belirlendi. Bu
sonuclara gore izole ettigimiz molekiiller hedefledigimiz etkiyi ve TWISTI1
baskilanmasimni gostermedi, aksine EMT’yi indiikleyici etki olan E-Kaderin
baskilanmasint sagladi. Ayrica Vimentin ekspresyonundaki artis da EMT
indiiksiyonuna katki saglamaktadir.

Dv(1,2) ve Am(1,2,3) molekiillerini elde ettigimiz Dracunculus vulgaris ve
Achillea millefolium bitkilerinin antiproliferatif ve sitotoksik etkileri bilinmektedir
[129], [130]. Ancak EMT siirecindeki etkileri hakkindaki bilgilerimiz sinirlidir. Bu
bulgulara gore elde ettigimiz molekiiller MDA-MB 231 hiicrelerinde TWIST1’den
bagimsiz olarak EMT siirecini tetikledigi soylenebilir. Bu etki epitelyal kokenli
metastatik kanser hiicresi olan MDA-MB 231 hiicrelerine 06zgii olarak da
gerceklesmis olabilir. Bu nedenle izole ettigimiz bu molekiillerin farkli hiicre
tiplerindeki etkileri de arastirilmalidir.
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RNAi temelli arastirmalar TWIST1-hedefli inhibitor molekiillerin
geligtirilmesinin metastaz ve kanser kok hiicre tedavisini kolaylagtiracagini
ongormektedir [112]. Bu baglamda projemizde kurguladigimiz inhibitoér arastirma
stratejisi etkin ve pratik bir yontem olarak degerlendirilebilir. Bu yontemle farkli
bitkisel kaynaklardan yeni molekiillerin arastirilmasi yoluna gidilebilir. Bu sayede
TWIST1 aktivasyonunu ve EMT siirecini baskilayan etkin molekiillerin tespiti, LS-
MS gibi yontemlerle bu molekiillerin karakterizasyonu yapilabilir ve yeni tedavi
protokolleri gelistirilebilir.
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10.

SONUCLAR

Metastatik epitelyal kokenli kanser hiicreleri metastatik olmayanlara gore
yiiksek TWIST1 ekspresyonu gostermektedir.

Ekzojen TWIST1 ekspresyonu epitelyal kokenli hiicrelerde metastazi EMT
yoluyla indiiklemektedir.

EGF muamelesi ile aktive olan AKT TWISTI1 transkripsiyon faktoriine
fiziksel olarak baglanabilmektedir.

Aktif AKT TWIST1’1 S42, T121 ve S123 amino asitlerinden fosforile ederek
aktivasyonuna neden olur.

AKT-aracili aktive olan TWIST1 hiicre ¢ekirdegine go¢ ederek E-Kaderin
ekspresyonunu baskilamak ve N-Kaderin ve Vimentin ekspresyonlarini
indiiklemek neticesinde EMT siirecini baslatir.

Aktif TWIST1 hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu indiikler.

TWIST1’in proliferasyonu, migrasyonu ve EMT’yi indiiklemesi bakimindan
yabanil tip formu,3A ve 3E mutant formlari 6nem arz etmektedir. Dolayisiyla
TWIST1 amino asit dizilimindeki iic AKT bolgesi de aktivasyon a¢isindan
Onemlidir.

TWISTI’in AKT-aracili aktivasyon bdlgelerinin tanimlanmas1 hedef
terapotik molekiillerin arastirilmasinda yon gosterici olacaktir.

Projemizde Dracunculus vulgaris ve Achillea millefolium bitkilerinden izole
ettigimiz Dvl, Dv2, Aml, Am2 ve Am3 molekiilleri TWIST1 ve EMT’yi
baskilayici etkileri tespit edilmemistir.

TWISTI1-hedefli inhibitdr arastirma stratejimiz etkin ve pratik bir yontem

olarak degerlendirilebilir ve bu yontemle yeni terapétiklerin arastirilmasi
yoluna gidilebilir.
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OZGECMIS

Suray Pehlivanoglu, 08.05.1980 tarihinde Bulgaristan’in Silistre ilinde dogdu.
[Ikdgretimini Silistre’de Vasil Levski ve Hristo Botev ilkogretim okullarinda
tamamladi. Egitimine 1993 yilinda Tekirdag’da 50. Yil Orta Okulu ve Tuglacilar
Lisesi'nde devam etti. 2003 yilinda Hacettepe Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji
Boliimii’nden mezun oldu. Mezuniyetinden sonra askerlik hizmetini, 297. kisadonem
yedek subay olarak 2005 yilinda tamamladi. Ayn1 yil Akdeniz Universitesi, Saglik
Bilimleri Enstitiisti, T1ibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali, Tibbi Genetik Yiiksek
Lisans programina baslamis ve arastirma gorevlisi olarak atanmistir. 2008 yilinda
ayn1 boliimde ve programda doktora egitimine devam etmistir. Simdiye kadar 7 proje
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	EMT  : Epitelyal Mezenkimal Geçiş (Epithelial Mesenchymal Transition)
	PDGF  : Trombosit kökenli büyüme faktörü (Platelet-derived growth factor)
	PVDF  : Poliviniliden diflorid (Polyvinylidene difluoride)
	PAGE  : Poliakrilamid jel elektroforezi (Polyacrylamide gel electrophoresis)
	GENEL BİLGİLER
	4. Üzerine 100 µl 1-Bromo-3-chloropropane (BCP- Sigma B9673) eklendi ve vorteksle karıştırıldı.

