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ÖZET
Amaç: Bu çalışmanın amacı, PI3K/Akt sinyal yolağı normal olan MDA-MB-231 insan 
meme kanseri hücre dizisi ile bu sinyal yolağında defekt taşıyan (EGFR amplifikasyonu 
ve PTEN mutasyonu) MDA-MB-468 hücrelerinde, dual etkili bir PI3K/mTOR inhibitörü 
olan PI-103’ün etkisini karşılaştırmak ve bu inhibisyonun HIF-1 alfa ekspresyonu üzerindeki 
düzenleyici rolünü belirleyerek  PI-103’ün etkisini  PI3K inhibitörü olan Wortmannin ile 
kıyaslamaktır.
Yöntem: Kültürdeki MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hücre dizileri PI3K/Akt sinyal 
yolağı inhibitörleri (Wortmannin ve PI-103) ile inkübe edilmiştir. Tümör hücrelerinin PI-
103’e duyarlılığı MTT testi ile ölçülmüştür. Sinyal molekülleri p-Akt, total Akt, p- p70S6K 
ekspresyonlarına ve inhibitörlerin HIF-1 alfa ekspresyonu üzerindeki etkilerine western blot 
yöntemiyle bakılarak değerlendirilmiştir.
Bulgular: PI3K inhibitörü olan Wortmannin’in, her iki hücre dizisinde de PI3K/Akt sinyal 
iletimini inhibe ettiği ve HIF-1 alfa protein sentezini azalttığı saptanmıştır. PI3K-mTOR 
dual inhibitörü olan PI-103’ün, her iki hücre dizisinde de etkili sinyal yolağı inhibisyonu 
yapmasına rağmen, sadece MDA-MB-231 hücrelerinde HIF-1 alfa protein sentezini 
belirgin olarak azalttığı tespit edilmiştir. PTEN defekti olan MDA-MB-468 hücreleri PI-
103’e daha duyarlı bulunmakla beraber, bu sonuç HIF-1 alfa ekspresyonunu belirgin olarak 
etkilememiştir.
Sonuç: Çalışmamız, PI-103’ün meme kanseri hücrelerinde HIF-1 alfa protein ekspresyonunu 
düzenlendiğini ilk kez göstermektedir. Wortmannin’in HIF-1 alfa düzeyini azaltan etkisi, 
PI-103’ün etkisinden daha güçlü bulunmuştur. HIF-1 alfa’nın sitoplazmik birikiminin sinyal 
yolağı inhibitörleri aracılığıyla azalması, PI3K/Akt inhibitörlerinin tedavi stratejilerinde 
artan önemi açısından dikkate değerdir.
Anahtar Kelimeler: HIF-1 alfa, PI-103, PI3K, meme kanseri, EGFR, PTEN
Çıkar çatışması: Yazarların çıkar çatışması bulunmamaktadır.

ABSTRACT
Aim: The aim of this study is to compare the effect of PI-103, which is a dual PI3K/mTOR 
inhibitor, on MDA-MB-231 human breast cancer cell line that has an intact PI3K/Akt 
pathway with MDA-MB-468 cells defected in this pathway (EGFR amplification and PTEN 
mutation) and also to compare the effect of PI-103, to Wortmannin, which is a PI3K inhibitor, 
by determining the regulatory role of this inhibition on HIF-1 alpha expression.
Materials and Methods: Cultured MDA-MB-231 and MDA-MB-468 human breast cancer 
cell lines were incubated with PI3K/Akt signaling pathway inhibitors (Wortmannin and PI-
103). Sensitivity of tumor cells to PI-103 was assessed by MTT assay. Signaling molecules 
p-Akt, total Akt, p-p70S6K expressions and effect of these inhibitors on HIF-1 alpha 
expression have been evaluated by western blotting.
Results: Wortmannin (PI3K inhibitor), inhibited PI3K/Akt signaling in both cell lines and 
decreased HIF-1 alpha protein expression. PI-103, which is a dual PI3K-mTOR inhibitor, 
decreased HIF-1 alpha expression only in MDA-MB-231 cells despite of achieving effective 
inhibition of signaling in both cell lines. Although PTEN deficient MDA-MB-468 cells 
were found to be more sensitive to PI-103, this result had no marked effect on HIF-1 alpha 
expression.
Conclusion: Our study shows for the first time that , PI-103 regulates HIF-1 alpha protein 
expression in breast cancer cells. Wortmannin was found to have much stronger effect of 
decreasing  HIF-1 alpha protein level than PI-103. The decrease in cytoplasmic accumulation 
of HIF-1 alpha provided by signaling inhibitors is noteworthy with respect to the increasing 
impact of PI3K/Akt inhibitors in treatment strategies.
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Giriş
HIF-1 (Hipoksi ile indüklenen faktör-1) transkripsiyon 
faktörü,  hipoksiye adaptasyon cevabının gelişimin-
de anahtar rol oynayan düzenleyici bir proteindir [1-3]. 
Bu proteinin etki ettiği mekanizmalar, çok sayıda genin 
transkripsiyonunun düzenlenmesi, hücrelerin dedife-
ransiyasyonu, vaskülarizasyon, otokrin büyüme faktörü 
üretimi, proliferasyon, invazyon ve metastaz, metabo-
lik yeniden programlanma, tümör büyümesinin artması 
olarak sıralanabilir [4,5]. HIF-1 proteini, hücrede sürek-
li olarak eksprese edilen HIF-1 beta altünitesi ile HIF-1 
alfa altünitesinin bir araya gelmesi ile oluşan bir hetero-
dimerdir. HIF-1 alfa altünitesi, ortamda oksijen konsant-
rasyonunun azalmasına bağımlı olarak aktive olmakta-
dır.  HIF-1 transkripsiyon faktörünün işlevinin düzen-
lenmesinde rol oynayan iki temel unsur,  HIF-1 alfa ‘nın 
hipoksik koşullarda stabilizasyonu ve normoksik koşul-
larda degradasyonudur [6]. Hipoksik koşullar altında, 
HIF-1 alfa altünitesi  sitoplazmadan çekirdeğe  yer de-
ğiştirerek HIF-1 beta  ile dimer oluşturur. Çekirdekteki 
diğer kofaktörlerin de bağlanması ile aktive olan HIF-1, 
DNA üzerinde “hipoksi cevap elemanı” olarak tanımla-
nan özgül diziye bağlanır ve hedef genlerin ekspresyo-
nunu tetikler. Normoksik koşullar altında ise, HIF-1 alfa 
altünitesi ubikitinasyon yolu ile proteozomda degrade 
olur [1,6]. Fosfatidilinozitol 3-kinaz/Akt (PI3K/Akt) sin-
yal yolağı insan kanserlerinin çoğunda kontrolsüz ola-
rak aktivite göstermektedir. Kontrolsüz aktivasyonda, 
büyüme faktörü reseptörlerinin (EGFR,HER2) amplifi-
kasyonu, aşırı sentezi ve/veya mutasyonları da etkili ol-
maktadır  [7]. Bu yolak, tümör hücrelerinin proliferas-
yonu ve sağkalımı, migrasyon ve invazyon, tümör bü-
yümesi ve anjiyogenez gibi karsinogenezde çok önemli 
yeri olan süreçlerin idamesinde rol oynayan molekülle-
rin aktivitelerini düzenler [7-9]. PI3K/Akt yolağının ak-
tivasyonu sonucunda mammalian target of rapamycin 
(mTOR) proteini aracılı olarak HIF-1 alfa’nın translas-
yonu artmaktadır ( Şekil 1). Bu yolağın negatif düzen-
leyicisi olan phosphatase and tensin homologue deleted 
on chromosome 10 (PTEN) tümör baskılayıcı proteini-
nin mutasyona bağlı olarak aktivite kaybına uğraması, 
PI3K/Akt aracılı sinyal iletiminin denetimsiz bir akti-
vasyon artışı ile sonuçlanmaktadır [10]. Böylece, mTOR 
aktivitesinin artmasına bağlı olarak HIF-1 alfa protein 
sentezi de artmaktadır [11]. Buna göre, HIF-1 transkrip-
siyon faktörünün aktivasyonu ile vasküler endotelyal 
büyüme faktörü (VEGF) ve diğer hedef genlerin eks-
presyonunun artması ve anjiyogenezin hızlanması söz 
konusudur [12-13]. PI-103 (piridofuropirimidin) , PI3K 
ve mTOR moleküllerini inhibe ederek PI3K/Akt aracı-
lı sinyal iletimini durdurur [14]. mTOR proteini, bir se-
rin/treonin kinaz olup, hem mTORC1 hem de mTORC2 
komplekslerinin içinde yer alır. Hücrenin besin ve ener-
ji kaynakları yeterli olduğunda mTORC1 p70S6K’ı fos-
forile ederek hücrede protein sentezini uyarır.  mTORC2 
ise büyüme ve sağkalım sinyallerine etki etmektedir 
[15]. PI-103’ün hem PI3K’e hem de mTOR’un içinde 

yer aldığı komplekslere karşı etkili olduğu gösterilmiş-
tir [16,17].  Potent bir inhibitör olan bu ajan insan kan-
ser hücre dizilerinin proliferasyonunu, invazyonunu ve 
sağkalımını inhibe etmektedir. Bu etki prostat, akciğer, 
meme, kolon ve glioblastoma hücre dizilerinde gösteril-
miştir [16]. 
PI3K/Akt yolağının etkili bir şekilde inhibisyonu HIF-1 
sentezini de baskılayarak anttümöral etkiyi güçlendire-
bilir. Bu çalışmanın amacı; meme kanseri hücre dizile-
rinde PI3K/Akt sinyal yolağının PI-103 ile farmakolo-
jik olarak inhibisyonunu sağlamak ve ilk kez bu inhi-
bisyonun normoksik koşullarda HIF-1 alfa ekspresyo-
nuna etkisini incelemektir. Buna göre, PI-103’ün etkisi, 
PI3K/Akt yolağı normal olan MDA-MB-231  ile PTEN 
mutasyonu ve EGFR amplifikasyonu nedeniyle kontrol-
süz yolak aktivasyonu olan MDA-MB-468 meme kan-
seri hücrelerinde karşılaştırılacak ve HIF-1 alfa ekspres-
yonu üzerindeki düzenleyici rolüne açıklık getirilecek-
tir. Ayrıca, her iki hücre dizisinde, dual etkili bir PI3K/
mTOR inhibitörü olan PI-103’ün etkisi, PI3K inhibitörü 
olan Wortmannin ile karşılaştırılacaktır.

Gereç ve Yöntemler

Kimyasallar
Tavşan anti- p-p70S6 kinaz (S371) mAb, fare anti- p-Akt 
(S473) mAb,  tavşan anti- Akt mAb ve  Wortmannin Cell 
Signaling Technology’den, fare anti- HIF-1 alfa  mAb               
BD Biosciences’dan, keçi anti-tavşan peroksidaz bağ-
lı Ab Dako’dan, PI-103  Cayman Chemical’dan, Akri-
lamid, Tris ve Tween 20 Applichem’den, MTT, etilen-
diamintetraasetikasit (EDTA), bütil alkol,  Sodyum-
dodesil sülfat (SDS), dimetil formamide (DMF), fare 
anti- β-aktin Ab ve tripan mavisi  Sigma ‘dan, Amon-
yum per sülfat (APS) Riedel-de haen’den, TEMED ve 
dimetilsülfoksit Amresco’dan, keçi anti-fare peroksidaz 
bağlı Ab, Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), 
tripsin,  NP40 ve West femto ECL analiz kiti Thermo 
Scientific’den, I blot gel transfer stacks PVDF regular, 
jel Nupage %4-12 bis-tris gel ve epidermal büyüme fak-
törü Invitrogen’den, fötal sığır serumu (FBS) Biologi-
cal Industries’ten, L-glutamin ve penisilin /streptomisin 
Biochrom’dan, phospate buffed saline (PBS) Oxoid’den, 
Proteaz inhibitör kokteyl (PIC) Roche Diagnostic’ten, 
protein kantitasyon kiti Biorad’tan, brom fenol mavi-
si ve merkaptoetanol Merck’ten ve gliserol Biotech’ten 
sağlandı.

Hücre Kültürü
MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 insan meme kanse-
ri hücre dizileri ATCC (American Type Culture Col-
lection) tarafından sağlandı. Çalışmamızda kullanılan 
MDA-MB-231 hücreleri, orta düzeyde EGF reseptörü 
taşıyan ve PTEN defekti olmayan, ancak mutant Ras 
proteini taşıyan meme kanseri hücre dizisidir. Buna kar-
şılık, MDA-MB-468 meme kanseri hücre dizisinde EGF 
reseptör ekspresyonu yüksek düzeyde olup, PTEN de-
fekti mevcuttur [18,19,20]. Hücreler DMEM kültür or-
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tamında 2 mM L-glutamin, %10 FBS, %1 (v/v) antibi-
yotik eklenerek çoğaltıldı. Her dört günde bir besi yeri 
değiştirilerek ve haftada bir kez tripsinle pasaj yapıla-
rak kültür ortamının devamlılığı sağlandı. Deneylerde 
ilk 10 pasaj kullanıldı.

PI-103’e Duyarlılığın MTT Testi ile Ölçümü
Çalışmamızda Hansen ve arkadaşlarının MTT yönte-
mi modifiye edilerek kullanıldı [21]. Buna göre, tümör 
hücreleri, 96 kuyulu plaklara 2 x104 hücre/kuyu ola-
cak şekilde ekildi. Hücreler 370 C ‘de %5 CO2 ‘li etüv-
de bir gece bekletildikten sonra, son konsantrasyon ara-
lığı 0.01-100 µM olacak şekilde PI-103 uygulandı. Aynı 
koşullarda ilaçsız olarak inkübe edilen hücreler kont-
rol olarak kullanıldı. 72 saat sonra hücrelerin üzerine 
MTT (1mg/ml) ilave edildi. 4 saat inkübasyondan son-
ra % 45 DMF içinde çözülmüş % 23 SDS çözeltisi ek-
lendi.12 saat sonra 570 nm’de ekstraksiyon tamponuna 
karşı (OD) değerleri okundu. Ortalama OD değerleri he-
saplandıktan sonra % canlılık saptandı. Wortmannin’in 
subtoksik dozu bilindiği için, bu ajan ile MTT testi ya-
pılmadı.

Hücrelerin Kültür Ortamında EGF ve İnhibi-
törler ile İnkübasyonu
Hücreler 2x106 sayıda olacak şekilde 6 kuyulu plaklara 
ekildi. Bir gün sonra serumsuz besiyeri eklendi. 24 saat 
serum starvasyonundan sonra, son konsantrasyonu 50 
ng/ml olacak şekilde EGF  (1-8 saat) ile inkübe edildi. 
İnhibitör ile muamele edilen hücrelerde ise, serum star-
vasyonundan sonra, ilk olarak bir saat süreyle Wortman-
nin (1 µM) ve PI-103 (1 µM) ile inkübasyon uygulandı. 
Hücreler bu işlemin arkasından 50 ng/ml EGF ile mua-
mele edildi. İnkübasyon sonrasında, kuyulardaki hücre-
ler +4 ⁰C’de PBS ile yıkandı. Kuyulara proteaz inhibi-
tör kokteyli içeren lizis tamponu (150 mM NaCI, 50 mM 
Tris (pH 7.4), 5 mM EDTA, %1 NP-40 ) eklenerek hüc-
relere buz üzerinde kazıma işlemi uygulandı. Kazınan 
hücreler buz üzerinde bekletilmiş eppendorflara alındı 
ve +4 ⁰C ‘de 13000 rpm de 5 dk santrifüjlendi ve örnek-
ler deneyler yapılıncaya kadar -80 ⁰C’de saklandı [22].

Hücrelerde p-Akt, total  Akt, p-p70S6K ve 
HIF-1 alfa Protein Ekspresyonlarının Wes-
tern Blot Yöntemi ile Gösterilmesi
Wortmannin veya PI-103 ile bir saat muamele edilmiş ve 
EGF ile uyarılmış olan hücre lizatlarında Bradford kiti 
ile protein tayini yapıldı. Her bir örnekten 100 µg pro-
tein %10’luk poliakrilamid jel elektroforezine yüklen-
di ve 1 saat süresince yürütüldü. Daha sonra jel üzerin-
deki proteinler PVDF membrana transfer edildi. HIF-1 
alfa için, anti- HIF-1 alfa fare mAb (1:1000), p-Akt için, 
p-Akt (Ser473) fare mAb, (1:1000), total Akt için, Akt 
tavşan mAb (1:1000), p-p70S6 kinaz için, p-p70S6 kinaz 
(Ser371) tavşan Ab (1:1000), beta aktin için, fare mAb 
(1:5000) kullanıldı. Ertesi gün primer mAb uzaklaştı-
rıldı ve membran distile su ile yıkanarak ikincil anti-
kor ile muamele edildi. İkincil antikor olarak, HIF-1 alfa, 

p-Akt ve total Akt için keçi anti-tavşan Poliklonal Im-
munoglobulin / HRP (1:1000) kullanıldı. P-p70S6K için 
(1:1000) ve beta aktin için (1:5000) Pierce tavşan anti-
fare IgG (H+L) antikoru kullanıldı. Membran üzerinde 
işaretlenmiş olan bantlar West Femto ECL kiti kullanı-
larak görünür hale getirildi ve Kodak Gel Logic 1500 
Imaging System (Carestream Healty Inc) ile görüntülen-
di. Kodak Molecular Imaging Software Standard Editi-
on v.5.0.0.27 programı ile dansitometrik analiz yapıldı.

İstatistiksel Analizler
İstatistiksel analizler “Student t testi” ile GraphPad 
Prism Version 5.0 programı kullanılarak yapıldı ve 
p<0.05 değerleri istatistiksel olarak anlamlı olarak ka-
bul edildi.

Bulgular

PI-103 ‘ün Tümör Hücreleri Üzerindeki Sito-
toksik Etkisi
PI-103’ün doza bağımlı etkisi incelendiğinde, 1 µM in-
hibitör dozu ile MDA-MB-231 hücrelerinde % 89 ve 
MDA-MB-468 hücrelerinde ise % 56 canlılık elde edil-
di (Şekil 2) Her iki hücre dizisinde de subtoksik olan bu 
doz ile inhibisyon deneylerine geçildi. 

EGF ile PI3K/Akt Yolağı Uyarımının HIF-1 
alfa Ekspresyonu Üzerine Olan Etkisi
Hücre dizileri EGF ile farklı süreler ile uyarıldığında, 
MDA-MB-231 hücrelerinde zamana bağlı HIF-1 alfa 
ekspresyonu artışı daha yavaş olarak izlendi ve 8 saatin 
sonunda istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0.05) 
(Şekil 3). MDA-MB-468 hücrelerinde ise, bir saatin so-
nunda HIF-1 alfa ekspresyonunda anlamlı artış izlendi 
(p<0.05) (Şekil 4).

MDA-MB-231 Hücrelerinde PI3K/Akt Sinyal 
Yolağı İnhibisyonunun HIF-1 alfa Ekspresyo-
nu Üzerine Olan Etkisi
MDA-MB-231 hücrelerinde EGF varlığında ve yok-
luğunda Wortmannin ve PI-103 ile inhibisyona bağ-
lı olarak p-Akt ekspresyon düzeylerinde belirgin azal-
ma gözlenirken total Akt düzeyinin değişmediği sap-
tandı. Her iki inhibitörün, p-p70S6K ekspresyonu üze-
rine olan etkisi zayıf bulundu. HIF-1 alfa ekspresyonu 
EGF ile uyarılmayan hücrelerde çok düşük düzeyde tes-
pit edildi. EGF ile uyarılan hücrelerde ise, inhiibitörlere 
bağlı olarak HIF-1α ekspresyonlarının azaldığı gözlen-
di.  PI-103 ile % 30,3 oranında azalma tespit edilirken, 
Wortmannin ile bu oranın % 42,6’ya ulaştığı saptandı. 
Wortmannin’in HIF-1α ekspresyonunu daha güçlü ola-
rak inhibe ettiği belirlendi (Şekil 5).

MDA-MB-468 Hücrelerinde PI3K/Akt Sinyal 
Yolağı İnhibisyonunun HIF-1 alfa Ekspresyo-
nu Üzerine Olan Etkisi
MDA-MB-468 hücre dizisinde, EGF ile uyarılmayan 
hücrelerde,  PI-103 ve Wortmannin varlığında p-Akt 
ekspresyon düzeyinde % 90’ın üzerinde azalma tespit 
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de, HIF-1 alfa ekspresyonu EGF ile uyarılmayan hücre-
lerde çok düşük düzeyde tespit edildi. EGF ile uyarılan 
hücrelerde ise, inhibitörlere bağlı olarak HIF-1α ekspres-
yonlarının azaldığı gözlendi. PI-103 varlığında %18,6 
oranında azalma tespit edilirken, Wortmannin’e bağlı 
azalma oranı  % 62 olarak saptandı. MDA-MB-468 hüc-
relerinde PI-103’ün HIF-1 alfa’nın ekspresyonuna etkisi 
zayıf olarak izlendi. Buna karşılık Wortmannin’in etkisi 
ise daha belirgin tespit edildi (Şekil 6). 

edildi. EGF ile uyarılan hücrelerde de, bu etki yine güç-
lü olarak izlendi. MDA-MB-231 hücreleri ile kıyaslandı-
ğında, MDA-MB-468 hücrelerinde daha güçlü p-Akt in-
hibisyonu görüldü. Her iki inhibitör ile total Akt düzeyi-
nin değişmediği gözlendi. MDA-MB-468 hücrelerinde, 
EGF varlığında ve yokluğunda inhibitörlere bağlı olarak 
p-p70S6K ekspresyon düzeylerinde de belirgin azalma 
saptandı. MDA-MB-468 hücre dizisinde, MDA-MB-231 
hücrelerine kıyaslandığında, p-p70S6K inhibisyonunun 
daha güçlü olduğu izlendi. MDA-MB-468 hücrelerinde 
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Tartışma
PI3K/Akt yolağının aktivasyonu, normoksik koşullarda 
HIF-1 alfa proteininin de novo sentezini arttırmak sure-
tiyle, hücre içindeki HIF1α havuzunu genişletmekte ve 
böylece bu transkripsiyon faktörünün etkinliğine katkı 
sağlamaktadır. Meme kanserinde, HIF-1 alfa ekspresyo-
nunun arttığı ve bunun kötü prognoz ile ilişkili olduğu 
bilinmektir [3]. Meme kanseri hücrelerinde, hem intra-
tümöral hipoksiye bağlı olarak HIF1α aktivasyonu tetik-
lenmekte, hem de onkojenik sinyal iletimine bağlı ola-
rak protein sentezinde artış olabilmektedir.
PI-103’ün tümör hücreleri üzerindeki doza bağlı sitotok-
sik etkisi MTT yöntemi ile incelendiğinde, her iki hücre 
dizisinde de 1 µM ilaç dozunun subtoksik etkili olduğu 
teyit edildi [16]. PTEN defekti olan meme kanseri hüc-
re dizilerinin, bu defekti taşımayan dizilerle kıyaslan-
dığında, çeşitli PI3K inhibitörlerine karşı daha duyarlı 
olduğu bilinmektedir [10,23]. Bizim deneylerimizde de, 
MDA-MB-468 hücrelerinin 1 µM PI-103’e daha duyarlı 
yanıt verdiği saptandı.
HIF-1 alfa protein düzeyi ve bu proteinin fonksiyo-
nel etkinliği hücre tipine ve hücrenin uyarılma şekline 
göre değişmektedir. In vitro olarak reseptör aktivasyo-
nu ile ortaya çıkan HIF-1 alfa sentezindeki artışın hi-
pokside görülen artışa kıyasla daha zayıf olduğu savu-
nulmaktadır [11]. Çalışmamızda, MDA-MB-231 hüc-
relerinde EGF ile 8 saat stimülasyonun ardından HIF-1 
alfa ekspresyonunda anlamlı artış saptanmıştır. PTEN 
defekti taşımayan DU145 prostat kanseri hücrelerinde 
de, EGF’nün HIF-1 alfa ekspresyonunu posttranskrip-
siyonel olarak arttırdığı bildirilmektedir [24]. MDA-
MB-468 hücrelerin ise, EGF ile stimülasyon sonrası bi-
rinci saatin sonunda HIF-1α ekspresyonunda anlamlı ar-

tış saptanmıştır. İki hücre dizisi arasında, EGF uyarı-
sının HIF1 alfa protein sentezine etkisinin ortaya çıkı-
şında görülen zamana bağlı farklılık, hücrelerin PTEN 
düzeyi ile ilişkili olabilir. PTEN defektinin, Akt akti-
vasyonunu arttırması ve HIF-1 alfa protein sentezinin 
daha kısa sürede indüklenmesine yol açması mümkün-
dür.  Bu sonuçlarımız, PTEN defektinin HIF-1 alfa pro-
tein düzeylerinde artışa neden olduğunu gösteren diğer 
çalışmalar ile uyumludur [24,25]. 
Çalışmamızda, MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hüc-
re dizilerinde HIF-1 alfa ekspresyonunda EGF uyarısı-
na bağlı olarak gördüğümüz artışın PI3K bağımlı olup 
olmadığını ortaya koymak için, bir PI3K inhibitörü olan 
Wortmannin ile dual etkili bir PI3K/mTOR inhibitörü 
olan PI-103’ün etkileri karşılaştırılmıştır. PI3K’ın p110 
adlı katalitik altbirimi ile mTOR proteini yapısal ben-
zerlikler taşırlar. Böylelikle, küçük molekül yapısındaki 
dual etkili inhibitörler sıklıkla her iki proteini de inhibe 
ederler. p110 altbiriminin tüm izoformlarının (α, β, δ) ve 
mTORC1 ile mTORC2 protein komplekslerinin tam in-
hibisyonu sağlandığında, PI3K/Akt/mTORC1 sinyali et-
kin bir şekilde kesilmektedir [7]. Dual etkili inhibitör-
lerin PI3K/Akt/mTORC1 sinyaline karşı daha etkili ol-
maları ve güçlü inhibisyon sağlamaları beklenmektedir. 
PI3K, substratı olan Akt proteininin Treonin-308 rezidü-
sünden fosforilasyonunu sağlar. Bu fosforilasyon, Akt’ın 
kinaz aktivitesi için esansiyeldir [26]. Akt’ın mTORC2 
tarafından düzenlenen Serin-473 rezidüsünden fosfori-
lasyonu ise, proteinin aktif konformasyonunu stabilize 
etmektedir [27]. Wortmannin, tersinmez bir PI3K inhi-
bitörüdür ve hücre kültürlerinde yarı ömrü 8-13 dakika 
olarak bilinmektedir. Çalışmamızda, bir saat süreyle 1 
µM Wortmannin ile inkübe edilen MDA-MB-231 hüc-
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relerinde p-Akt (Ser 473) ekspresyonunda azalma izlen-
miştir. Wortmannin’in uygulanmasının ardından EGF 
ile uyarılan hücrelerde de bu inhibisyon tespit edilmiş-
tir. Bu deneylerimizde, PI-103 ile inkübasyon süresi de 
bir saat ile sınırlandırılarak, Wortmannin’in etkisi ile kı-
yaslama yapıldığında,  PI-103’ün,  1 µM dozda p-Akt 
oluşumuna etkisi belirgin azalma olarak tespit edilmiş-
tir.mTORC1’in birinci jenerasyon inhibitörleri olan Ra-
pamisin ve analogları, p70S6K ‘ın fosforilasyonunu ön-
lerken, PI3K’ın da geri-bildirim yolu ile yeniden akti-
vasyonuna yol açarlar [28,29]. Dual etkili PI3K-mTOR 
inhibitörlerinin, bu yeniden aktivasyonu yatıştırma ve 
daha güçlü terapötik etki oluşturma olasılığı söz konu-
sudur.  MDA-MB-231 hücrelerinin Rapamisin ve ana-
loglarına dirençli olduğu bilinmektedir [28]. Bu durum,  
PI-103’ün bu hücrelerdeki etkisini daha da dikkate de-
ğer kılmaktadır.  Deneylerimizde, MDA-MB-231 hüc-
relerinde, bütün koşullarda,  p-p70S6K ekspresyonun-
daki azalmanın zayıf olduğu tespit edilmiştir.  Bu so-
nuç, bu hücrelerde PI-103’ün mTORC1 seviyesinde-
ki etkisinin, PI3K seviyesindeki etkisi kadar güçlü ol-
madığına işaret etmektedir. MDA-MB-231 hücrelerin-
de, PI3K/Akt yolağının inhibisyonuna rağmen rezidüel 
fosforile p70S6K ekspresyonunun görüldüğü ve bu so-
nucun MDA-MB-231 hücrelerinde mevcut olan mutant 
Ras ekspresyonuna bağlı olduğu bildirmiştir [20]. Ça-
lışmamızın PI-103 ile elde edilen sonuçları, bu tespit ile 
de korelasyon göstermektedir. MDA-MB-231 hücrele-
rinde, PI-103 aracılı mTOR inhibisyonuna kısmen di-
renç görülmekle beraber,  p-Akt oluşumunda inhibis-
yonun izlenmesi, dual etkili inhibitörün, bu hücre di-
zisinde sinyal yolağını başlangıç kinazı konumundaki 
PI3K seviyesinde kesintiye uğratan potent bir ajan ol-
duğunu göstermektedir. Torbett NE ve arkadaşları da, 
MDA-MB-231 dizisinin, PI-103 ile mTOR’un inhibis-
yonuna kısmen duyarlı olduğunu bildirmektedir [20]. 
MDA-MB-231 hücrelerinde, hem Wortmannin hem de 
PI-103 aracılı olarak PI3K seviyesinde sağlanan etki-
li inhibisyon, HIF-1 alfa protein düzeyinin önemli öl-
çüde azalmasını sağlamıştır. PI3K’ın HIF1 ekspresyo-
nunu HIF-1 alfa altünitesine özgül olarak etkilediği bi-
linmektedir [24].  Çalışmamızda, MDA-MB-231 hüc-
relerinde bazal HIF-1 alfa düzeyinin düşük olması dik-
kat çekerken, EGF stimülasyonu ile uyarılan HIF-1 alfa 
sentezinin, PI3K inhibitörlerine yanıt vermesi, bu sin-
yal yolağının, MDA-MB-231 hücrelerinde  HIF-1 alfa 
proteini üzerindeki düzenleyici rolünü doğrulamaktadır. 
MDA-MB-468 hücrelerinde, hem Wortmannin hem de 
PI-103 ile PI3K /Akt yolağının çok etkili biçimde inhi-
bisyonunun sağlanması, literatürde yer alan diğer çalış-
maların sonuçları ile uyumlu bulunmuştur [10,20]. An-
cak, bu güçlü inhibisyonun HIF1 alfa ekspresyonu üze-
rindeki etkisi açısından iki inhibitör arasında farklı-
lık gözlenmiştir. Wortmannin ile inhibisyon sonrasın-
da, HIF-1 alfa ekspresyonunun güçlü düzeyde azaldığı 
saptanmıştır. Buna karşılık, PI-103’ün düzenleyici etki-
si daha zayıf bulunmuştur. MDA-MB-468 hücrelerinde, 

bir mTOR inhibitörü olan AZD8055 reseptör tirozin ki-
naz ekspresyonunda ve aktivitesinde artışa yol açmakta-
dır [17]. AZD8055 ile PI-103’ün etki mekanizmalarının 
aynı olması (ATP-kompetetif mTOR inhibitörü) dikkate 
alındığında, PI-103’ün de benzer bir aktivasyonu tetik-
lemesi olasıdır. Bu aktivasyonun, MDA-MB-468 hücre-
lerinde HIF-1 alfa protein ekspresyonunda güçlü bir in-
hibisyon görmemize engel olması mümkündür. Son ola-
rak, bu hücrelerde Hsp70 şaperon proteininin normok-
sik koşullarda HIF-1 alfa ‘nın stabilizasyonunu tetikle-
mesi de, HIF-1 alfa yüksekliği ile ilişkili olası mekaniz-
malar arasında sayılabilir [30]. PI-103’ün MDA-MB-468 
hücrelerinde migrasyon ve invazyonu inhibe ettiği bi-
linmektedir [16]. Dolayısı ile, dual etkili bu inhibitörün 
MDA-MB-468 hücreleri için potent bir ajan olduğunu 
göz ardı etmemek gerekir. 
HIF-1 alfa transkripsiyon faktörü, sadece HIF-1 beta ile 
dimer oluşturmaktadır ve bu heterodimerin oluşumun-
da kısıtlayıcı rol oynayan bileşendir [24]. HIF-1 alfa’nın 
ekspresyon düzeyinde azalma, HIF1’in DNA’ya bağ-
lanma yeteneğini de bozacak ve etkilediği hedef gen-
lerin ekspresyonlarını azaltacaktır.  Bu nedenle, PI3K/
Akt yolağı inhibitörlerin HIF-1 alfa protein sentezi üze-
rindeki düzenleyici rollerinin açıklığa kavuşturulması, 
HIF1 protein kompleksinin tümör hücrelerindeki etki-
sini ortadan kaldırma stratejilerine önemli katkılar sağ-
layacaktır.
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