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OZET

Amag: Bu calismanin amaci, PI3K/Akt sinyal yolagi normal olan MDA-MB-231 insan
meme kanseri hiicre dizisi ile bu sinyal yolaginda defekt tasiyan (EGFR amplifikasyonu
ve PTEN mutasyonu) MDA-MB-468 hiicrelerinde, dual etkili bir PI3K/mTOR inhibitori
olan PI-103’iin etkisini karsilastirmak ve bu inhibisyonun HIF-1 alfa ekspresyonu tizerindeki
diizenleyici roliinii belirleyerek PI-103’tin etkisini PI3K inhibitérii olan Wortmannin ile
kiyaslamaktir.

Yontem: Kiltirdeki MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicre dizileri PI3K/Akt sinyal
yolagi inhibitorleri (Wortmannin ve PI-103) ile inkiibe edilmistir. Tiimor hiicrelerinin PI-
103’e duyarliligt MTT testi ile 6l¢tilmiistiir. Sinyal molekiilleri p-Akt, total Akt, p- p70S6K
ekspresyonlarina ve inhibitorlerin HIF-1 alfa ekspresyonu tizerindeki etkilerine western blot
yontemiyle bakilarak degerlendirilmistir.

Bulgular: PI3K inhibitorii olan Wortmannin’in, her iki hiicre dizisinde de PI3K/Akt sinyal
iletimini inhibe ettigi ve HIF-1 alfa protein sentezini azalttigi saptanmistir. PI3K-mTOR
dual inhibitorii olan PI-103’iin, her iki hiicre dizisinde de etkili sinyal yolag: inhibisyonu
yapmasina ragmen, sadece MDA-MB-231 hiicrelerinde HIF-1 alfa protein sentezini
belirgin olarak azalttig1 tespit edilmistir. PTEN defekti olan MDA-MB-468 hiicreleri PI-
103’e daha duyarli bulunmakla beraber, bu sonu¢ HIF-1 alfa ekspresyonunu belirgin olarak
etkilememistir.

Sonug¢: Calismamiz, PI-103’tin meme kanseri hiicrelerinde HIF-1 alfa protein ekspresyonunu
diizenlendigini ilk kez gostermektedir. Wortmannin’in HIF-1 alfa diizeyini azaltan etkisi,
PI-103’lin etkisinden daha gii¢lii bulunmustur. HIF-1 alfa’nin sitoplazmik birikiminin sinyal
yolagi inhibitdrleri araciligiyla azalmasi, PI3K/Akt inhibitérlerinin tedavi stratejilerinde
artan onemi acisindan dikkate degerdir.

Anahtar Kelimeler: HIF-1 alfa, PI-103, PI3K, meme kanseri, EGFR, PTEN

Cikar catismasi: Yazarlarin ¢ikar ¢catismasi bulunmamaktadir.

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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Giris

HIF-1 (Hipoksi ile indiiklenen faktor-1) transkripsiyon
faktorii, hipoksiye adaptasyon cevabinin gelisimin-
de anahtar rol oynayan diizenleyici bir proteindir [1-3].
Bu proteinin etki ettigi mekanizmalar, ¢ok sayida genin
transkripsiyonunun diizenlenmesi, hiicrelerin dedife-
ransiyasyonu, vaskiilarizasyon, otokrin bilyliime faktorii
iiretimi, proliferasyon, invazyon ve metastaz, metabo-
lik yeniden programlanma, tiimor bilylimesinin artmasi
olarak siralanabilir [4,5]. HIF-1 proteini, hiicrede stirek-
li olarak eksprese edilen HIF-1 beta altiinitesi ile HIF-1
alfa altiinitesinin bir araya gelmesi ile olusan bir hetero-
dimerdir. HIF-1 alfa altiinitesi, ortamda oksijen konsant-
rasyonunun azalmasina bagimli olarak aktive olmakta-
dir. HIF-1 transkripsiyon faktoriiniin islevinin diizen-
lenmesinde rol oynayan iki temel unsur, HIF-1 alfa ‘nin
hipoksik kosullarda stabilizasyonu ve normoksik kosul-
larda degradasyonudur [6]. Hipoksik kosullar altinda,
HIF-1 alfa altiinitesi sitoplazmadan ¢ekirdege yer de-
gistirerek HIF-1 beta ile dimer olusturur. Cekirdekteki
diger kofaktorlerin de baglanmasi ile aktive olan HIF-1,
DNA iizerinde “hipoksi cevap eleman1” olarak tanimla-
nan 6zgiil diziye baglanir ve hedef genlerin ekspresyo-
nunu tetikler. Normoksik kosullar altinda ise, HIF-1 alfa
altiinitesi ubikitinasyon yolu ile proteozomda degrade
olur [1,6]. Fosfatidilinozitol 3-kinaz/Akt (PI3K/Akt) sin-
yal yolagi insan kanserlerinin ¢ogunda kontrolsiiz ola-
rak aktivite gostermektedir. Kontrolsiiz aktivasyonda,
biiytime faktorii reseptorlerinin (EGFR,HER2) amplifi-
kasyonu, asir1 sentezi ve/veya mutasyonlar1 da etkili ol-
maktadir [7]. Bu yolak, timdr hiicrelerinin proliferas-
yonu ve sagkalimi, migrasyon ve invazyon, timor bii-
yiimesi ve anjiyogenez gibi karsinogenezde ¢ok 6nemli
yeri olan siireglerin idamesinde rol oynayan molekiille-
rin aktivitelerini diizenler [7-9]. PI3K/Akt yolaginin ak-
tivasyonu sonucunda mammalian target of rapamycin
(mTOR) proteini aracili olarak HIF-1 alfa’nin translas-
yonu artmaktadir ( Sekil 1). Bu yolagin negatif diizen-
leyicisi olan phosphatase and tensin homologue deleted
on chromosome 10 (PTEN) tiimor baskilayici proteini-
nin mutasyona bagli olarak aktivite kaybina ugramasi,
PI3K/Akt aracili sinyal iletiminin denetimsiz bir akti-
vasyon artisi ile sonuglanmaktadir [10]. Boylece, mTOR
aktivitesinin artmasina bagli olarak HIF-1 alfa protein
sentezi de artmaktadir [11]. Buna gore, HIF-1 transkrip-
siyon faktoriiniin aktivasyonu ile vaskiiler endotelyal
biiylime faktorii (VEGF) ve diger hedef genlerin eks-
presyonunun artmasi ve anjiyogenezin hizlanmasi séz
konusudur [12-13]. PI-103 (piridofuropirimidin) , PI3K
ve mTOR molekiillerini inhibe ederek PI3K/Akt araci-
l1 sinyal iletimini durdurur [14]. mTOR proteini, bir se-
rin/treonin kinaz olup, hem mTORC1 hem de mTORC2
komplekslerinin i¢inde yer alir. Hiicrenin besin ve ener-
ji kaynaklar1 yeterli oldugunda mTORCI p70S6K’1 fos-
forile ederek hiicrede protein sentezini uyarir. mTORC2
ise bliyiime ve sagkalim sinyallerine etki etmektedir
[15]. PI-103’in hem PI3K’e hem de mTOR’un iginde
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yer aldigr komplekslere karst etkili oldugu gosterilmis-
tir [16,17]. Potent bir inhibitdr olan bu ajan insan kan-
ser hiicre dizilerinin proliferasyonunu, invazyonunu ve
sagkalimini inhibe etmektedir. Bu etki prostat, akciger,
meme, kolon ve glioblastoma hiicre dizilerinde gosteril-
migtir [16].

PI3K/Akt yolaginin etkili bir sekilde inhibisyonu HIF-1
sentezini de baskilayarak anttiiméoral etkiyi giiclendire-
bilir. Bu ¢alismanin amaci; meme kanseri hiicre dizile-
rinde PI3K/Akt sinyal yolaginin PI-103 ile farmakolo-
jik olarak inhibisyonunu saglamak ve ilk kez bu inhi-
bisyonun normoksik kosullarda HIF-1 alfa ekspresyo-
nuna etkisini incelemektir. Buna gore, PI-103’iin etkisi,
PI3K/Akt yolagi normal olan MDA-MB-231 ile PTEN
mutasyonu ve EGFR amplifikasyonu nedeniyle kontrol-
stiz yolak aktivasyonu olan MDA-MB-468 meme kan-
seri hiicrelerinde karsilagtirilacak ve HIF-1 alfa ekspres-
yonu tizerindeki diizenleyici roliine aciklik getirilecek-
tir. Ayrica, her iki hiicre dizisinde, dual etkili bir PI3K/
mTOR inhibitori olan PI-103’lin etkisi, PI3K inhibitorii
olan Wortmannin ile karsilastirilacaktir.

Gerec ve Yontemler

Kimyasallar

Tavsan anti- p-p70S6 kinaz (S371) mAb, fare anti- p-Akt
(S473) mAb, tavsan anti- Akt mAb ve Wortmannin Cell
Signaling Technology’den, fare anti- HIF-1 alfa mAb
BD Biosciences’dan, kegi anti-tavsan peroksidaz bag-
It Ab Dako’dan, PI-103 Cayman Chemical’dan, Akri-
lamid, Tris ve Tween 20 Applichem’den, MTT, etilen-
diamintetraasetikasit (EDTA), biitil alkol, Sodyum-
dodesil siilfat (SDS), dimetil formamide (DMF), fare
anti- B-aktin Ab ve tripan mavisi Sigma ‘dan, Amon-
yum per siilfat (APS) Riedel-de haen’den, TEMED ve
dimetilsiilfoksit Amresco’dan, keci anti-fare peroksidaz
bagli 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 biiytime fak-
tord Invitrogen’den, fotal sigir serumu (FBS) Biologi-
cal Industries’ten, L-glutamin ve penisilin /streptomisin
Biochrom’dan, phospate buffed saline (PBS) Oxoid’den,
Proteaz inhibitdr kokteyl (PIC) Roche Diagnostic’ten,
protein kantitasyon kiti Biorad’tan, brom fenol mavi-
si ve merkaptoetanol Merck’ten ve gliserol Biotech’ten
saglandi.

Hiicre Kiiltiirii

MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 insan meme kanse-
ri hiicre dizileri ATCC (American Type Culture Col-
lection) tarafindan saglandi. Calismamizda kullanilan
MDA-MB-231 hiicreleri, orta diizeyde EGF reseptorii
tastyan ve PTEN defekti olmayan, ancak mutant Ras
proteini tasryan meme kanseri hiicre dizisidir. Buna kar-
silik, MDA-MB-468 meme kanseri hiicre dizisinde EGF
reseptor ekspresyonu yiiksek diizeyde olup, PTEN de-
fekti mevcuttur [18,19,20]. Hiicreler DMEM Kkiiltiir or-
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taminda 2 mM L-glutamin, %10 FBS, %I (v/v) antibi-
yotik eklenerek cogaltildi. Her dort giinde bir besi yeri
degistirilerek ve haftada bir kez tripsinle pasaj yapila-
rak kiltir ortaminin devamliligi saglandi. Deneylerde
ilk 10 pasaj kullanild1.

PI-103’¢ Duyarliligin MTT Testi ile Olgiimii
Calismamizda Hansen ve arkadaglarinin MTT yonte-
mi modifiye edilerek kullanildi [21]. Buna gore, timor
hiicreleri, 96 kuyulu plaklara 2 x10* hiicre/kuyu ola-
cak sekilde ekildi. Hiicreler 37° C ‘de %5 CO, ‘li etiiv-
de bir gece bekletildikten sonra, son konsantrasyon ara-
1181 0.01-100 uM olacak sekilde PI-103 uygulandi. Ayni
kosullarda ilagsiz olarak inkiibe edilen hiicreler kont-
rol olarak kullanildi. 72 saat sonra hiicrelerin iizerine
MTT (Img/ml) ilave edildi. 4 saat inkiibasyondan son-
ra % 45 DMF i¢inde ¢o6ziilmiis % 23 SDS ¢ozeltisi ek-
lendi.12 saat sonra 570 nm’de ekstraksiyon tamponuna
kars1 (OD) degerleri okundu. Ortalama OD degerleri he-
saplandiktan sonra % canlilik saptandi. Wortmannin’in
subtoksik dozu bilindigi i¢in, bu ajan ile MTT testi ya-
pilmadi.

Hiicrelerin Kiiltiir Ortaminda EGF ve Inhibi-
torler ile Inkiibasyonu

Hiicreler 2x10° sayida olacak sekilde 6 kuyulu plaklara
ekildi. Bir giin sonra serumsuz besiyeri eklendi. 24 saat
serum starvasyonundan sonra, son konsantrasyonu 50
ng/ml olacak sekilde EGF (1-8 saat) ile inkiibe edildi.
Inhibitor ile muamele edilen hiicrelerde ise, serum star-
vasyonundan sonra, ilk olarak bir saat siireyle Wortman-
nin (I puM) ve PI-103 (1 uM) ile inkiibasyon uygulandi.
Hiicreler bu islemin arkasindan 50 ng/ml EGF ile mua-
mele edildi. Inkiibasyon sonrasinda, kuyulardaki hiicre-
ler +4 °C’de PBS ile yikandi. Kuyulara proteaz inhibi-
tor kokteyli iceren lizis tamponu (150 mM NaCl, 50 mM
Tris (pH 7.4), 5 mM EDTA, %1 NP-40 ) eklenerek hiic-
relere buz iizerinde kazima islemi uygulandi. Kazinan
hiicreler buz iizerinde bekletilmis eppendorflara alindi
ve +4 °C ‘de 13000 rpm de 5 dk santrifiijlendi ve 6rnek-
ler deneyler yapilincaya kadar -80 °C’de sakland1 [22].

Hiicrelerde p-Akt, total Akt, p-p70S6K ve
HIF-1 alfa Protein Ekspresyonlarinin Wes-
tern Blot Yontemi ile Gosterilmesi

Wortmannin veya PI-103 ile bir saat muamele edilmis ve
EGF ile uyarilmis olan hiicre lizatlarinda Bradford kiti
ile protein tayini yapildi. Her bir érnekten 100 pg pro-
tein %10’luk poliakrilamid jel elektroforezine yiiklen-
di ve 1 saat siiresince yiiriitiildii. Daha sonra jel iizerin-
deki proteinler PVDF membrana transfer edildi. HIF-1
alfa i¢in, anti- HIF-1 alfa fare mAb (1:1000), p-Akt i¢in,
p-Akt (Ser473) fare mAb, (1:1000), total Akt i¢in, Akt
tavsan mADbD (1:1000), p-p70S6 kinaz i¢in, p-p70S6 kinaz
(Ser371) tavsan Ab (1:1000), beta aktin i¢in, fare mAb
(1:5000) kullanildi. Ertesi giin primer mAb uzaklasti-
rild1 ve membran distile su ile yikanarak ikincil anti-
kor ile muamele edildi. Tkincil antikor olarak, HIF-1 alfa,
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p-Akt ve total Akt igin keci anti-tavsan Poliklonal Im-
munoglobulin / HRP (1:1000) kullanildi. P-p70S6K i¢in
(1:1000) ve beta aktin icin (1:5000) Pierce tavsan anti-
fare IgG (H+L) antikoru kullanildi. Membran iizerinde
isaretlenmis olan bantlar West Femto ECL kiti kullani-
larak goriiniir hale getirildi ve Kodak Gel Logic 1500
Imaging System (Carestream Healty Inc) ile gériintiilen-
di. Kodak Molecular Imaging Software Standard Editi-
on v.5.0.0.27 programi ile dansitometrik analiz yapildi.

Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler “Student t testi” ile GraphPad
Prism Version 5.0 programi kullanilarak yapildi ve
p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli olarak ka-
bul edildi.

Bulgular

PI-103 ‘iin Tiimor Hiicreleri Uzerindeki Sito-
toksik Etkisi

PI-103’in doza bagimli etkisi incelendiginde, 1 uM in-
hibitér dozu ile MDA-MB-231 hiicrelerinde % 89 ve
MDA-MB-468 hiicrelerinde ise % 56 canlilik elde edil-
di (Sekil 2) Her iki hiicre dizisinde de subtoksik olan bu
doz ile inhibisyon deneylerine gegildi.

EGF ile PI3K/Akt Yolagi Uyarumimin HIF-1
alfa Ekspresyonu Uzerine Olan Etkisi

Hiicre dizileri EGF ile farkl siireler ile uyarildiginda,
MDA-MB-231 hiicrelerinde zamana bagli HIF-1 alfa
ekspresyonu artigi daha yavas olarak izlendi ve 8 saatin
sonunda istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05)
(Sekil 3). MDA-MB-468 hiicrelerinde ise, bir saatin so-
nunda HIF-1 alfa ekspresyonunda anlamli artis izlendi
(p<0.05) (Sekil 4).

MDA-MB-231 Hiicrelerinde PI3K/Akt Sinyal
Yolagi Inhibisyonunun HIF-1 alfa Ekspresyo-
nu Uzerine Olan Etkisi

MDA-MB-231 hiicrelerinde EGF varliginda ve yok-
lugunda Wortmannin ve PI-103 ile inhibisyona bag-
I1 olarak p-Akt ekspresyon diizeylerinde belirgin azal-
ma gozlenirken total Akt diizeyinin degismedigi sap-
tand1. Her iki inhibitériin, p-p70S6K ekspresyonu iize-
rine olan etkisi zayif bulundu. HIF-1 alfa ekspresyonu
EGF ile uyarilmayan hiicrelerde ¢ok diisiik diizeyde tes-
pit edildi. EGF ile uyarilan hiicrelerde ise, inhiibitrlere
bagli olarak HIF-la ekspresyonlarinin azaldigi gozlen-
di. PI-103 ile % 30,3 oraninda azalma tespit edilirken,
Wortmannin ile bu oranin % 42,6’ya ulastig1 saptandi.
Wortmannin’in HIF-la ekspresyonunu daha giiclii ola-
rak inhibe ettigi belirlendi (Sekil 5).

MDA-MB-468 Hiicrelerinde PI3K/Akt Sinyal
Yolag Inhibisyonunun HIF-1 alfa Ekspresyo-
nu Uzerine Olan Etkisi

MDA-MB-468 hiicre dizisinde, EGF ile uyarilmayan
hiicrelerde, PI-103 ve Wortmannin varliginda p-Akt
ekspresyon diizeyinde % 90’1n iizerinde azalma tespit
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Sekil 2. MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicre dizilerinde PI-103 1 uM konsantrasyonda subtoksik etki gdstermektedir.
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Sekil 3. MDA-MB-231 hiicrelerinde EGF stimiilasyonu HIF1-alfa ekspresyonunu 8.saatte anlamli olarak artirmaktadir ( *p<0,05, n=3).
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Sekil 5. EGF ile uyarilan MDA-MB-231 hiicrelerinde PI3K/Akt sinyal yolaginin Wortmannin ve PI-103 ile inhibisyonuna bagli olarak HIF1-

alfa ekspresyonu inhibe olmaktadir.

edildi. EGF ile uyarilan hiicrelerde de, bu etki yine giig-
li olarak izlendi. MDA-MB-231 hiicreleri ile kiyaslandi-
ginda, MDA-MB-468 hiicrelerinde daha giiglii p-Akt in-
hibisyonu goriildii. Her iki inhibitdr ile total Akt diizeyi-
nin degismedigi gozlendi. MDA-MB-468 hiicrelerinde,
EGF varliginda ve yoklugunda inhibitorlere bagl olarak
p-p70S6K ekspresyon diizeylerinde de belirgin azalma
saptandi. MDA-MB-468 hiicre dizisinde, MDA-MB-231
hiicrelerine kiyaslandiginda, p-p70S6K inhibisyonunun
daha giiclii oldugu izlendi. MDA-MB-468 hiicrelerinde
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de, HIF-1 alfa ekspresyonu EGF ile uyarilmayan hiicre-
lerde ¢ok diisiik diizeyde tespit edildi. EGF ile uyarilan
hiicrelerde ise, inhibitdrlere bagli olarak HIF-1a ekspres-
yonlarinin azaldig1 goézlendi. PI-103 varliginda %18,6
oraninda azalma tespit edilirken, Wortmannin’e bagl
azalma orant % 62 olarak saptandi. MDA-MB-468 hiic-
relerinde PI-103’tin HIF-1 alfa’nin ekspresyonuna etkisi
zayif olarak izlendi. Buna karsilik Wortmannin’in etkisi
ise daha belirgin tespit edildi (Sekil 6).
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Sekil 6. EGF ile uyarilan MDA-MB-468 hiicrelerinde PI3K/Akt sinyal yolaginin Wortmannin ve PI-103 ile inhibisyonuna bagli olarak HIF1-

alfa ekspresyonu inhibe olmaktadir.

Tartisma

PI3K/Akt yolaginin aktivasyonu, normoksik kosullarda
HIF-1 alfa proteininin de novo sentezini arttirmak sure-
tiyle, hiicre icindeki HIFla havuzunu genisletmekte ve
bdylece bu transkripsiyon faktoriiniin etkinligine katki
saglamaktadir. Meme kanserinde, HIF-1 alfa ekspresyo-
nunun arttig1 ve bunun kétii prognoz ile iliskili oldugu
bilinmektir [3]. Meme kanseri hiicrelerinde, hem intra-
tiimoral hipoksiye bagli olarak HIF1a aktivasyonu tetik-
lenmekte, hem de onkojenik sinyal iletimine bagli ola-
rak protein sentezinde artis olabilmektedir.

PI-103’{in timdr hiicreleri tizerindeki doza bagl sitotok-
sik etkisi MTT yontemi ile incelendiginde, her iki hiicre
dizisinde de 1 uM ila¢ dozunun subtoksik etkili oldugu
teyit edildi [16]. PTEN defekti olan meme kanseri hiic-
re dizilerinin, bu defekti tasimayan dizilerle kiyaslan-
diginda, ¢esitli PI3K inhibitorlerine karsi daha duyarlt
oldugu bilinmektedir [10,23]. Bizim deneylerimizde de,
MDA-MB-468 hiicrelerinin 1 uM PI-103’e daha duyarl
yanit verdigi saptandi.

HIF-1 alfa protein diizeyi ve bu proteinin fonksiyo-
nel etkinligi hiicre tipine ve hiicrenin uyarilma sekline
gore degismektedir. /n vitro olarak reseptor aktivasyo-
nu ile ortaya ¢ikan HIF-1 alfa sentezindeki artisin hi-
pokside goriilen artisa kiyasla daha zayif oldugu savu-
nulmaktadir [11]. Calismamizda, MDA-MB-231 hiic-
relerinde EGF ile 8 saat stimiilasyonun ardindan HIF-1
alfa ekspresyonunda anlamli artig saptanmistir. PTEN
defekti tasimayan DUI145 prostat kanseri hiicrelerinde
de, EGF’nlin HIF-1 alfa ekspresyonunu posttranskrip-
siyonel olarak arttirdigi bildirilmektedir [24]. MDA-
MB-468 hiicrelerin ise, EGF ile stimiilasyon sonrasi bi-
rinci saatin sonunda HIF-1a ekspresyonunda anlamli ar-
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tis saptanmistir. iki hiicre dizisi arasinda, EGF uyari-
sinin HIF1 alfa protein sentezine etkisinin ortaya ¢iki-
sinda goriilen zamana bagl farklilik, hiicrelerin PTEN
diizeyi ile iligkili olabilir. PTEN defektinin, Akt akti-
vasyonunu arttirmast ve HIF-1 alfa protein sentezinin
daha kisa siirede indiiklenmesine yol agmast miimkiin-
diir. Bu sonuglarimiz, PTEN defektinin HIF-1 alfa pro-
tein diizeylerinde artisa neden oldugunu gosteren diger
caligmalar ile uyumludur [24,25].

Calismamizda, MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiic-
re dizilerinde HIF-1 alfa ekspresyonunda EGF uyarisi-
na bagl olarak gordiigiimiiz artisin PI3K bagimli olup
olmadigini ortaya koymak i¢in, bir PI3K inhibitdrii olan
Wortmannin ile dual etkili bir PI3K/mTOR inhibitorii
olan PI-103’lin etkileri karsilastirilmistir. PI3K’in p110
adli katalitik altbirimi ile mTOR proteini yapisal ben-
zerlikler tasirlar. Boylelikle, kiiciik molekiil yapisindaki
dual etkili inhibitorler siklikla her iki proteini de inhibe
ederler. p110 altbiriminin tiim izoformlarinin (a, B, 8) ve
mTORCI ile mTORC2 protein komplekslerinin tam in-
hibisyonu saglandiginda, PI3K/Akt/mTORCI sinyali et-
kin bir sekilde kesilmektedir [7]. Dual etkili inhibitor-
lerin PI3K/Akt/mTORCI sinyaline karst daha etkili ol-
malar1 ve giiglii inhibisyon saglamalar1 beklenmektedir.
PI3K, substrati olan Akt proteininin Treonin-308 rezidii-
siinden fosforilasyonunu saglar. Bu fosforilasyon, Akt in
kinaz aktivitesi i¢in esansiyeldir [26]. Akt’in mTORC2
tarafindan diizenlenen Serin-473 rezidiisiinden fosfori-
lasyonu ise, proteinin aktif konformasyonunu stabilize
etmektedir [27]. Wortmannin, tersinmez bir PI3K inhi-
bitoriidiir ve hiicre kiiltiirlerinde yar1 émri 8-13 dakika
olarak bilinmektedir. Calismamizda, bir saat siireyle 1
uM Wortmannin ile inkiibe edilen MDA-MB-231 hiic-
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relerinde p-Akt (Ser 473) ekspresyonunda azalma izlen-
mistir. Wortmannin’in uygulanmasinin ardindan EGF
ile uyarilan hiicrelerde de bu inhibisyon tespit edilmis-
tir. Bu deneylerimizde, PI-103 ile inkiibasyon siiresi de
bir saat ile sinirlandirilarak, Wortmannin’in etkisi ile ki-
yaslama yapildiginda, PI-103’in, 1 pM dozda p-Akt
olusumuna etkisi belirgin azalma olarak tespit edilmis-
tirmTORC/’in birinci jenerasyon inhibitorleri olan Ra-
pamisin ve analoglari, p70S6K ‘in fosforilasyonunu 6n-
lerken, PI3K’in da geri-bildirim yolu ile yeniden akti-
vasyonuna yol agarlar [28,29]. Dual etkili PI3K-mTOR
inhibitdrlerinin, bu yeniden aktivasyonu yatistirma ve
daha giiglii terapdtik etki olusturma olasiligi s6z konu-
sudur. MDA-MB-231 hiicrelerinin Rapamisin ve ana-
loglarina direngli oldugu bilinmektedir [28]. Bu durum,
PI-103’iin bu hiicrelerdeki etkisini daha da dikkate de-
ger kilmaktadir. Deneylerimizde, MDA-MB-231 hiic-
relerinde, biitiin kosullarda, p-p70S6K ekspresyonun-
daki azalmanin zayif oldugu tespit edilmistir. Bu so-
nug, bu hiicrelerde PI-103’iin mTORCI seviyesinde-
ki etkisinin, PI3K seviyesindeki etkisi kadar gii¢lii ol-
madigina isaret etmektedir. MDA-MB-231 hiicrelerin-
de, PI3K/Akt yolaginin inhibisyonuna ragmen rezidiiel
fosforile p70S6K ekspresyonunun goriildiigii ve bu so-
nucun MDA-MB-231 hiicrelerinde mevcut olan mutant
Ras ekspresyonuna bagli oldugu bildirmistir [20]. Ca-
lismamizin PI-103 ile elde edilen sonuglari, bu tespit ile
de korelasyon gostermektedir. MDA-MB-231 hiicrele-
rinde, PI-103 aracili mTOR inhibisyonuna kismen di-
reng goriilmekle beraber, p-Akt olusumunda inhibis-
yonun izlenmesi, dual etkili inhibitériin, bu hiicre di-
zisinde sinyal yolagini baglangi¢c kinazi konumundaki
PI3K seviyesinde kesintiye ugratan potent bir ajan ol-
dugunu gostermektedir. Torbett NE ve arkadaslart da,
MDA-MB-231 dizisinin, PI-103 ile mTOR’un inhibis-
yonuna kismen duyarli oldugunu bildirmektedir [20].
MDA-MB-231 hiicrelerinde, hem Wortmannin hem de
PI-103 aracili olarak PI3K seviyesinde saglanan etki-
li inhibisyon, HIF-1 alfa protein diizeyinin dnemli 6l-
¢liide azalmasini saglamistir. PI3K’in HIF1 ekspresyo-
nunu HIF-1 alfa altiinitesine 6zgiil olarak etkiledigi bi-
linmektedir [24]. Calismamizda, MDA-MB-231 hiic-
relerinde bazal HIF-1 alfa diizeyinin diisiik olmasi dik-
kat ¢ekerken, EGF stimiilasyonu ile uyarilan HIF-1 alfa
sentezinin, PI3K inhibitdrlerine yanit vermesi, bu sin-
yal yolaginin, MDA-MB-231 hiicrelerinde HIF-1 alfa
proteini iizerindeki diizenleyici roliinii dogrulamaktadir.
MDA-MB-468 hiicrelerinde, hem Wortmannin hem de
PI-103 ile PI3K /Akt yolaginin ¢ok etkili bicimde inhi-
bisyonunun saglanmasi, literatiirde yer alan diger ¢alis-
malarin sonuglari ile uyumlu bulunmustur [10,20]. An-
cak, bu gii¢lii inhibisyonun HIF1 alfa ekspresyonu iize-
rindeki etkisi agisindan iki inhibitér arasinda farkli-
lik gozlenmistir. Wortmannin ile inhibisyon sonrasin-
da, HIF-1 alfa ekspresyonunun giiclii diizeyde azaldig1
saptanmistir. Buna karsilik, PI-103’lin diizenleyici etki-
si daha zay1f bulunmustur. MDA-MB-468 hiicrelerinde,
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bir mTOR inhibitorii olan AZD8055 reseptor tirozin ki-
naz ekspresyonunda ve aktivitesinde artisa yol agmakta-
dir [17]. AZD8055 ile PI-103iin etki mekanizmalarinin
ayn1 olmasi (ATP-kompetetif mTOR inhibitorii) dikkate
alindiginda, PI-103’iin de benzer bir aktivasyonu tetik-
lemesi olasidir. Bu aktivasyonun, MDA-MB-468 hiicre-
lerinde HIF-1 alfa protein ekspresyonunda giiclii bir in-
hibisyon gérmemize engel olmas1 miimkiindiir. Son ola-
rak, bu hiicrelerde Hsp70 saperon proteininin normok-
sik kosullarda HIF-1 alfa ‘nin stabilizasyonunu tetikle-
mesi de, HIF-1 alfa yiiksekligi ile iliskili olas1 mekaniz-
malar arasinda sayilabilir [30]. PI-103’in MDA-MB-468
hiicrelerinde migrasyon ve invazyonu inhibe ettigi bi-
linmektedir [16]. Dolayist ile, dual etkili bu inhibitoriin
MDA-MB-468 hiicreleri i¢in potent bir ajan oldugunu
g0z ard1 etmemek gerekir.

HIF-1 alfa transkripsiyon faktorii, sadece HIF-1 beta ile
dimer olusturmaktadir ve bu heterodimerin olusumun-
da kisitlayici rol oynayan bilesendir [24]. HIF-1 alfa’nin
ekspresyon diizeyinde azalma, HIFI’in DNA’ya bag-
lanma yetenegini de bozacak ve etkiledigi hedef gen-
lerin ekspresyonlarini azaltacaktir. Bu nedenle, PI3K/
Akt yolag1 inhibitorlerin HIF-1 alfa protein sentezi lize-
rindeki diizenleyici rollerinin agikliga kavusturulmasi,
HIF1 protein kompleksinin tiimér hiicrelerindeki etki-
sini ortadan kaldirma stratejilerine 6nemli katkilar sag-
layacaktir.
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