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1. GIRiS

Her yil milyonlarca insan kanserden 6lmektedir. Meme kanseri, akciger kanserinden
sonra dinyada en sik gorilen kanser tlrtdir. Genel popilasyonda meme
kanserinden 6lim besinci sirada yer alirken, kadin popiilasyonunda birinci sirada yer
almaktadir. Meme kanserinin goriilme sikligi ve beraberinde getirdigi maliyet kaybi
her gecen yil 6nemli 6l¢lide artmaktadir (Jemal ve ark., 2010). Meme kanserleri
hiicresel diizeyde farkli 6zellikler gostermektedir ve barindirdigi reseptor tipine gore
Ostrojen reseptori pozitif (ER+), negatif (ER-), progesteron reseptori pozitif (PR+),
negatif (PR-) ve insan epidermal bliyiime faktor reseptori 2 pozitif (HER2+), negatif
(HER2-) olarak siniflandiriimaktadir. Belirli reseptor iceren kanser hiicreleri belirli
gruplara ayrilmaktadir; Luminal A (ER+ ve/veya PR+, HER2—, disik Ki67), Luminal B
(ER+ ve/veya PR+, HER2—-, yiiksek Ki67), HER2 (ER—, PR—, HER2+) ve Ugli negatif
(ER—, PR—, HER2—) (Tablo 1.1).

Meme kanserin alttipi Ozellikleri

Luminal A ER+ ve/veya PR+,

HER2-, (disik Ki67)

Luminal B ER+ ve/veya PR+

HER2+ (veya HER2-, yiksek Ki67)

HER2 ER—, PR—, HER2+

Uglii negatif ER-, PR—, HER2-

Tablo 1.1. Meme kanseri hiicrelerin immiinohistokimyasal siniflandiriimasi.



Hormon reseptorlerini iceren Luminal A ve B alt tip kanser hicreleri hormonal
tedaviye, HER2 reseptorlerini iceren kanser hiicreleri ise HER2 reseptérlerine karsi
gelistirilmis antikorlara duyarlilik géstermektedir. Uglii negatif meme kanser tiirii
ER, PR ve HER2 reseptorleri icermedigi icin hormonal ilaglarin ve transtuzumab gibi
HER2 antikorlarinin uygulandigi tedavilere direnglidir. Bugiin Ugli negatif meme
kanserinde uygulanan tedavi protokolleri cerrahi, radyoterapi ve c¢esitli
kemoterapotiklerin kombinasyonlarindan olusmaktadir. Ayrica poly (ADP ribose)
polymerase (ParP) inhibitorleri tedavide denenmektedir ve faz 2, faz 3 klinik
arastirmalarinin sonuglari umut vaat etmektedir (Plummer, 2011).

Gahsmalarimizda MDA-MB231 hiicre serisi kullaniimistir. Bu hiicreler Ugli negatif
kanser hiicre serisi olarak siniflandirilmakta olup tedaviye direncli ve yiksek
invazyon yetenegine sahip hiicrelerdir (Neve ve ark., 2006). MDA-MB231 hiicre
serisi ER, PR ve HER2 reseptorlerini icermemesine ragmen beta-2 adrenerjik
reseptorleri (B2-AR) ¢ok yogun olarak icermektedir (Barron ve ark., 2012). B2-AR’lin
kanser hiicrelerinde regiilator etkileri gesitli calismalar ile gosterilmistir (Carie ve
Sebti, 2007; Ally ve ark., 1989; Slotkin ve ark., 2000). MDA-MB231 hiicreleri yogun
B2-AR icermeleri nedeniyle, bu reseptorlerin kanser hiicre proliferasyonunun
reglilasyonundaki 6nemini anlamak amaci ile bir¢cok ¢calismada kullanilmistir. B2-AR
uyarisi farkh hicrelerin proliferasyonunda farkl etkilere neden olmaktadir. Bazi
hicrelerin proliferasyonunda inhibisyon (Slotkin ve ark., 1987) olustururken, farkli
hiicrelerde proliferasyonu artirici etki gostermektedir (Re ve ark., 1992). Carie ve
Sebti, (2007) MDA-MB231 hicrelerinde B2-AR uyarisinin ERK1/2 fosforilasyonunu
inhibe ettigini ve bu yanitin B2-AR aracili antiproliferatif etkinin bir mekanizmasi
olabilecegini ileri surmislerdir. Fakat gozlemlenen bu antiproliferatif etkinin
mekanizmalari gliniimuizde yeterince aciklik kazanmamustir. Literatlirde B2-AR aracih
ERK aktivitesinin dizenlenmesi merak edilen ve arastirilan bir konudur. Kinazlarin
aktivitesini dizenleyen en o©nemli enzimler fosfatazlarin oldugu bugin iyi
bilinmektedir. ERK aktivitesi ile iliskisi gosterilen DUSP1, DUSP6, PP1 ve PP2A

fosfatazlarin etkisi MB231 hiicrelerde henliz net bir sekilde ortaya konulmamistir.



Dolayisiyla ERK1/2 vyolaginin inhibisyonu ile MDA-MB231 kanser hicresinin
proliferasyonunun ne sekilde etkilendigi merak edilen gilincel bir konudur.

Bizim c¢alismamizin amaci, B2-AR uyarisi ile olusan ERK1/2 defosforilasyon
mekanizmasinin fosfatazlarla iliskisini ve bu defosforilasyonun B-AR reseptorler
aracili gézlemlenen antiproliferatif etkideki roliinii aydinlatmaya calismaktir. Uglii
negatif meme kanser hicresinin davranis biciminin ortaya konmasi, hiicre
proliferasyonunu yakindan ilgilendiren mekanizmalarin aydinlatilmasi ve elde edilen
sonuglarin tartisiimasinin, kanser tedavisine yonelik yaklasimlara katki saglayacagini

dislinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

Kanser olusumunda normal canli hiicrelerin kanser hiicresine déniismesi esastir. Bu
donlsimi saglayan bircok neden vardir. Bunlar arasinda hiicrelerin kontrolsiiz
¢ogalmasi, apoptoza diren¢ gelistirmesi, artmis invazyon ve anjiogenezis gibi
unsurlar yer almaktadir (Wright ve ark., 1989; Evan ve Littlewood, 1998; Hanahan ve
Folkman, 1996; Johnson, 1991). Her yil milyonlarca insan kanserden olmektedir.
Meme kanseri kadinlarda sik goriilen ve 6lim orani yiksek olan bir kanser tiriddr.
Meme kanserleri ¢cok genis heterojen bir grup olusturmaktadir. Barindirdigi reseptor
tipine gore (ER, PR ve HER2) meme kanser hiicreleri immiinohistokimyasal olarak (g
ana grup icinde siniflandirilmaktadir; 1) hormon reseptori pozitif (ER+, PR+), 2)
HER2 reseptori pozitif (HER2+) ve 3) PR, ER ya da HER2 reseptori icermeyen kanser
hiicresi. Son grupta yer alan kanser hiicre tipi Gi¢ reseptérden higbirini tasimadigi icin
Ucli negatif olarak adlandiriimaktadir (Chavez ve ark., 2010). ER, PR ve HER2
reseptor iceren kanser hicrelerinin tedavisinde hormonal tedaviler ve bu
reseptorleri hedefleyen terapétik yaklasimlar mevcuttur. Uclii negatif meme
kanserleri, tim meme kanserlerinin % 10-15’ini olusturmakta ve diger meme
kanseri tiplerine gore daha kotl prognoz sergilemektedir. Ayrica ER, PR ve HER2
reseptorli icermediginden hormonal ve trastuzumab gibi HER2 reseptorlerine
yonelik tedavilere direnclidir (Chavez ve ark., 2010). Bugiin en ¢ok uygulanan tedavi
tlrt kemoterapi ajanlarinin kombinasyonlari ile uygulanan tedavi protokolleridir
(Brenton ve ark., 2005). Uclii negatif kanser hiicrelerinin tedaviye direncliligi ve kot
prognozu goz oOninde bulunduruldugunda, bu hiicrelerin dogasini anlamak ve
terapétik agidan hedef olabilecek yolaklari ortaya koymak oldukg¢a énemlidir.

Mitogen-activated protein kinaz (MAPK)’lar evrim boyunca iyi korunmus enzimlerdir
ve apoptoz, blylime ve diferansiyasyon gibi hiicre ici olaylarin reglilasyonunda
onemli rol oynamaktadir. Bugiin dort grup MAPK bilinmektedir; extracellular signal-

regulated kinaz (ERK1 ve ERK2)'lar, c-Jun amino-terminal kinazlar (JNK1, JNK2 ve



JNK3), p38 kinazlar (p38a, p38B, p38y ve p386) ve ERK5/Big MAP kinaz 1 (BMK1).
Her biri farkli yollarla aktive olmaktadir ve ayri ayri ya da koordine bir sekilde sinyali
iletmektedirler (Chang ve Karin, 2001; Davis, 2000; Nishida ve Gotoh, 1993;
Robinson ve Cobb, 1997; Sturgill ve Wu, 1991; Waskiewicz ve Cooper, 1995).

ERK1/2 proteini, Ras/Raf/MEK sinyal yolaginin 6nemli bir MAPK Uyesidir. Bu yolak
evrim boyunca korunmus olup tirozin kinaz reseptorleri (RTK), G proteini ile kenetli
reseptorler (GPKR) ve integrinlerin  stimilasyonu ile aktive olabilmektedir
(Widmann ve ark., 1999). ERK1/2’in aktivasyonu bircok sitoplazmik ve nukleer
efektor proteinlerin fosforilasyonuna neden olmaktadir ve hiicrenin akibetini
belirleyen proliferasyon, diferansiyasyon, yaslanma ve 6lim gibi olaylarda 6nemli
role sahiptir (Dudley ve ark., 1995; Chen ve ark., 2001). ERK1/2 aktiflestiginde
nukleusa transloke olmakta ve o©nemli efektér proteinler olan transkripsiyon
faktorlerini fosforile ederek (Chen ve ark., 1992; Gonzalez ve ark., 1993; Lenormand
ve ark., 1993; Zheng ve Guan, 1994) bazi genlerin ekspresyonunun diizenlemesinde
rol almaktadir (Gille ve ark., 1995; Hill ve Treisman, 1995; Sugimoto ve ark., 1997).
Sican fibroblast HIRcB hiicrelerinde, onkogen ailesinin bir (yesi olan Elk-1
transkripsiyon faktorun aktivitesi ERK1/2 tarafindan regile edilmektedir (Gille ve
ark., 1992). Nakajima ve ark. (1993) calismalarinda fibroblast NIH 3T3 ve embriyonik
karsinoma P19 hiicre serisinde sitokin sinyalinin diizenlenmesinde roli olan NF-IL6
transkripsiyon  faktorin regilasyonunun ERK1/2 tarafindan saglandigini
gostermislerdir.  Literatur bulgulari  ERK1/2 sinyalinin  hicre davranisini
dizenlemekte anahtar role sahip oldugunu gostermektedir. ERK1/2 aktivitesinin
stiresi ve duzeyi ERK1/2’in etkinligi agisindan énemlidir (Pouyssegur ve ark., 2003;
Murphy ve Blenis, 2006). Sican PC12 hiicre serisi ile yapilan deneylerde epidermal
bluyime faktor (EGF) uyarisi ile meydana gelen kisa stireli ERK1/2 aktivasyonu hiicre
proliferasyonuna neden olurken, ayni hiicre serisinde noéronal biyime faktoriine
(NGF) bagh gelisen uzun sireli ERK1/2 aktivasyonu hicrelerin diferansiyasyonuna
neden olmaktadir (Marshall, 1995). Bazi calismalar ERK sinyalinin hiicre apoptozunu
indlkledigini gostermislerdir. MCF-7 meme kanser hiicresinde RAF inhibisyonu ile

meydana gelen azalmis ERK1/2 sinyali, bu hicreleri antitimoral bir madde olan



taxol aracili apoptozisten korumustur (Blagosklonny ve ark., 1996). Artmis ERK1/2
sinyalinin néron ve T lenfosit hiicrelerinin 6limine neden oldugu literatiirde
gosterilmistir (Subramaniam ve Unsicker, 2010; Teixeiro ve Daniels, 2010). Bu
calismalardan farkli olarak bazi arastirmacilar ERK1/2 sinyalinin hicre
proliferasyonunu arttirdigini, kanserle yakindan iliskili oldugunu ve kanserlerin
yaklasik % 30’unda bozulmus ERK1/2 sinyalinin s6z konusu oldugunu literatlrde
bildirmislerdir (Sebolt-Leopold ve Herrera, 2004; Eisenmann ve ark., 2003). insan ve
hamster pankreas kanser hiicresinde bazal ERK1/2 aktivitesinin arttig
gozlemlenmistir (Tan ve ark., 2004). Zayzafoon ve ark. (2004) ¢alismalarinda prostat
kanser htcrelerinin kemik dokusuna metastaz yapmasi igin ERK1/2 aktivitesine
ihtiyaci oldugunu ileri sirmusler. Bébrek, kolon ve akciger kaynakli bazi kanser
hicrelerinde artmis bazal ERK1/2 aktivitesi gozlemlenmistir (Hoshino ve ark., 1999).
immiinohistokimyasal ydntemle primer kolon kanser hiicrelerinde ve adenomalarda
artmis ERK1/2 ekspresyonu tespit edilmis ve elde edilen bulgular artmis MAPK
aktivitesinin tiimorogenezisde rolli olabilecegini gostermistir (Lee ve ark., 2004).
Antiapoptik proteinleri (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, 1AP) indiikleyerek ya da proapoptik
proteinleri (Bad, Bim) baskilayarak, ERK1/2’in proonkojenik etki gosterdigi
dustnilmektedir (Balmanno ve Cook, 2009). Ayrica ERK1/2 yolaginda yer alan
proteinlerin asir aktivitesi ya da ERK1/2 sinyalini negatif reglile eden proteinlerin
aktivitesinde azalma, ERK1/2’in artmis bazal aktivasyonu ile sonuglanmaktadir
(Cobb ve Goldsmith, 1995). ERK1/2 aktivitesinin suiresi ve buyukligi sinyal yolagini
etkileyen kinazlar ile fosfatazlarin aktivitesine bagl olarak diizenlenebilmektedir.
RAF-1 veya RAS proteinlerin indiklenmesi ile ERK1/2 aktivitesinde artis meydana
gelmektedir (Hoshino ve ark., 1999; Keiper ve ark., 2004). ERK1/2 aktivasyon
halkasinda tirozin ve/veya treonin rezidilerin defosforilasyonu ile ERK1/2
aktivitesinde azalma meydana gelmektedir. Protein serin/treonin fosfatazlar (PSPs)
ve protein tirozin fosfatazlar (PTPs) ERK1/2 defosforilasyonunda rol alan
enzimlerdir.

Dual-specificity fosfatazlar (DUSPs) PTP ailesinin bir Uyesi olup MAPK’larin

serin/treonin ile tirozin bolgelerini defosforile ederler. Mitogen-activated protein



kinaz fosfatazlar (MKPs) ise DUSP ailesinin lyesidir ve MAPK’larin aktif halkasinda
treonin ve tirozin rezidllerini defosforile ederek onlari inaktive etmektedir. MKP
enzimlerinin etkilerinin tanimlanmasinda iki bdlge 6nemli gérinmektedir, N-
terminal kisminda yerlesik MAPK-binding (MKB) bolgesi ve C-terminal kisminda
yerlesik dual-specificity fosfataz (DSP) bolgesi. MKB bdlgesi enzimin MAPK’a karsi
spesifisitesini belirlemekte rol almaktadir, DSP bolgesi ise enzimin katalitik
aktivitesinden sorumludur (Tanoue ve ark., 2000; Tanoue ve ark., 2001b). MKP’ler
substrat afiniteleri, doku dagilimlari, subselliler lokalizasyonlari ve ekstraselliiler
uyarilarla indiklenme o6zellikleri agisindan farkhilik géstermektedirler. Subsellller
lokalizasyonuna goére U¢ gruba ayrilirlar; 1) nukleusta lokalize olanlar MKP1/DUSP1,
PAC1/DUSP2, MKP-2/DUSP4 ve hVH3/DUSP5 (Rohan ve ark., 1993; Guan ve Butch,
1995; Kwak ve Dixon, 1995), 2) sitoplazmada lokalize olanlar MKP3/DUSP6, MKP-
X/DUSP7 ve MKP-4/DUSP9, (Dowd ve ark., 1998; Tanoue ve ark., 2001a; Groom ve
ark., 1996), 3) hem sitoplazma hem nukleusta lokalize olanlar M3-6/DUSP8, MKP-
7/DUSP16 ve MKP-5/DUSP10 (Tanoue ve ark., 1999; Muda ve ark. 1997;
Theodosiou ve ark., 1996; Kondoh ve Nishida, 2007). Bu proteinlerin farkli
MAPK’lara karsi afiniteleri degiskenlik gdstermektedir. Bazi MKP proteinler FXFP
motifi icerdiginden ERK1/2’e karsi afiniteleri daha ylksektir (Jacobs ve ark., 1999).

DUSP1 diger adi ile MKP-1 nukleusta lokalize bir enzimdir. MAPK’larin
aktivasyonunu saglayan biylime faktorleri, 1si soku proteinleri (heat shock proteins)
ve oksidatif stres gibi stimuluslarla indiiklenebilmektedir (Charles ve ark., 1992;
Keyse ve Emslie, 1992). DUSP1 enzimi ¢ok hizli indiklenen MKP1 geni tarafindan
kodlanmaktadir. Aktif ERK’in sitozolden nukleusa translokasyonu ile MKP-1 geni
indUklenir ve DUSP1 enziminin ekspresyonu artar. ERK1/2’in aktiflestirilmesi ile
DUSP1 mRNA ekspresyonunda artis bildirilmistir (Brondello ve ark., 1997; Cook ve
ark., 1997). Bokemeyer ve ark. (1996) ise NIH3T3 fibroblast hiicrede, DUSP1
trankripsiyonu icin ERK1/2 proteinin aktivasyonundan ¢ok JNK/SAPK aktivasyonun
gerekli oldugunu savunmustur. Aktif ERK1/2’in sitozolden nukleusa translokasyonu
ile MKP-1 gen indliklenir ve DUSP1’in ekspresyonu artmaktadir. Artmis DUSP,
ERK1/2’yi defosforile ederek onu inaktif hale getirmektedir (Wu ve ark., 2005a). Sun



ve ark. (1993) calismalarinda serum ile indiklenen fare 3T3 fibroblast hiicrelerinde
ERK1/2’in inaktivasyon kinetiginin DUSP1 protein sentezi ile paralellik gosterdigini
ve DUSP1 protein sentezinin inhibisyonu ile ERK1/2 aktivitesinin slresinin uzadigini
gostermislerdir. Damar duz kas hiicresinde, DUSP1 mRNA inhibisyonuna neden olan
aktinomisin D ve DUSP1-spesifik antisens oligonikleotidler, ERK1/2 aktivitesinin
uzamasina neden olmustur (Duff ve ark., 1995). Fibroblastlarda DUSP1
indlksiyonuna neden olan uyarilardan sonra, ERK1/2 deaktivasyonu ile DUSP1
indiksiyonu arasinda zamansal olarak parallelik gézlemlenmistir (Wayne ve ark.,
2006). Rekombinant DUSP1 gen transferinin, ERK1/2 defosforilasyonuna ve ERK1/2
deaktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir (Alessi ve ark., 1993; Sun ve ark.,
1993; Zheng ve Guan, 1993).

DUSP1 aktivitesi ayrica ERK1/2 aktivitesi ile diizenlenebilmektedir. Fosforillenmis
ERK1/2 DUSP1’i fosforile etmekte ve DUSP1’i yikan proteazlara karsi direncgli hale
getirmekte ve onun stabilitesi arttirabilmektedir (Brondello ve ark., 1999). Ayrica
DUSP2’in katalitik aktivitesinin fosforillenmis her (ic MAPK ile etkilestiginde arttigini
ileri siren calismalar mevcuttur (Slack ve ark., 2001). DUSP1’in MAPK’larla yakin
iliskisi, bu enzimin hiicre siklusu ve apoptoz regilasyonunda rol aldigini
disindirmektedir (Zhou ve ark., 2006; Wu ve Bennett, 2005).

Bircok calisma meme, akciger, over, prostat, pankreas, karaciger ve mide gibi farkli
kanser tilrlerinde DUSP1 ekspresyonunun degistigini gostermistir (Wang ve ark.,
2003; Vicent ve ark., 2004; Denkert ve ark., 2002; Rauhala ve ark., 2005, Liao ve
ark., 2003; Tsujita ve ark., 2005; Bang ve ark., 1998). Kotl huylu timorlerde DUSP1
ekspresyonunun normal hiicrelere gore bes kat daha fazla oldugu gosterilmistir
(Wang ve ark., 2003). Kiiclik hicreli olmayan akciger kanser (NSCLC)'de yiiksek
seviyede DUSP1 ekspresyonu tespit edilmis ve klinik sonuglar i¢in bir prognostik
marker olabilecegi ileri stiriImistir (Vicent ve ark., 2004). Oysa hormonal tedaviye
direncli prostat kanserlerinde DUSP1 seviyeleri bening prostat hiperplaziye gore ¢ok
daha disik seviyede tespit edilmistir (Rauhala ve ark., 2005). Midede DUSP1 asiri
ekspresyonu adenokanser gelisimi ile iliskilendirilmistir (Bang ve ark., 1998). Farkli
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mesane kanserlerinde) DUSP1 asiri ekspresyonu gozlemlenirken, histopatolojik
derecesi yuksek olan ya da metastatik timorlerde, enzimin progresif bir ekspresyon
kaybi gosterdigi sapanmistir (Loda ve ark., 1996). DU145 kanser hiicrelerinde DUSP1
asiri ekspresyonunun Fas ligand-aracili apoptozu inhibe ederek anti-kanser ilaglarin
etkisini engelledigi gosterilmistir (Srikanth ve ark., 1999). BT-474 meme kanser
hlcrelerinde proteozom inhibitorleri tarafindan indiklenen DUSP1 proteini,
apoptozu inhibe etmektedir (Small ve ark., 2004). Tim bu bilgiler, DUSP1’in
kanserogenezde etkisi olabilecegini ve kanserli hastalar igin prognostik degeri
olabilecegini gostermektedir. DUSP1 etkisi ile ilgili literatiirde farkh bildirimler
bulunmaktadir. EGF ile uyarilan PC12 hiicrelerde, DUSP1 mRNA’sinin indiksiyonu
meydana gelmektedir fakat ERK1/2 inaktivasyonunun mRNA’nin indiiksiyonundan
once gozlemlenmesi, ERK1/2 aktivasyonunu dizenlenmesinde DUSP1’den farkli bir
mekanizmanin rol aldigini distiindirmektedir (Wu ve ark., 1994; Alessi ve ark.,
1995).

DUSP6 diger adi MKP-3, sitozolik bir enzimdir ve ERK1/2’e karsi 100 kat (JNK veya
p38’e gore) daha spesifik bir proteindir (Theodosiou ve Ashworth, 2002; Groom ve
ark., 1996; Muda ve ark., 1996). DUSP6’nin amino terminal bolgesi ile fosforillenmis
ERK1/2 etkilesmesi sonucu, DUSP6’nIn katalitik bolgesinde konformasyon degisikligi
meydana gelmekte ve enzimin katalitik aktivitesi artmaktadir (Stewart ve ark., 1999;
Zhou ve Zhang, 1999; Rigas ve ark., 2001). Boylece DUSP6 kendi substrati ile
katalitik dizeyde indiiklenmektedir (Camps ve ark., 1998a; Muda ve ark., 1998).
DUSP6’nin aktivitesinin reglilasyonu hicre tipine gore farkliliklar géstermektedir.
Bazi hiicrelerde yapisal olarak aktif olan DUSP6 bazi hiicrelerde cesitli blylime
faktorleri tarafindan indiiklenmektedir. Sican PC12 feokromasitoma hiicre serisinde
DUSP6 ekspresyonu noronal bliyime faktori (NGF) tarafindan artirilmaktadir
(Camps ve ark.,1998b). Fare embriyosunun gelismekte olan dokularinda DUSP6
MRNA ekspresyonu tespit edilmis ve fibroblast growth faktor (FGF) uyarisi ile
indliklendigi gosterilmistir (Dickinson ve ark., 2002; Kawakami ve ark., 2003). Bazi
cahismalar aktif ERK’in, DUSP6’nin ekspresyon dizeyini indikleyebildigini
gostermistir (Groom ve ark., 1996; Muda ve ark., 1996). DUSP6 ekspresyonunun



inhibisyonu apoptoza yol acarken, asiri ekspresyonu embriyonun gelisim anomalileri
ile sonuglanmaktadir. Bu bulgular DUSP6 proteinin, ERK1/2 ekspresyon seviyelerini
dizenleyerek dokularin gelisiminde rol aldigini géstermektedir (Kawakami ve ark.,
2003). Bu varsayimi dogrular nitelikte zebrafish embriyosu ile yapilan bir ¢calismada,
DUSP6 enzimin ERK1/2 aktivitesi icin gerekli oldugu bildirilmistir (Tsang ve ark.,
2004).

Literatlir bilgilerine dayanarak DUSP1 ve DUSP6’nin, kanser gelisiminde rol alan
ERK1/2 yolagini etkiledigi dusunilmektedir. Dolayisiyla birgok arastirmaci bu
fosfatazlarin kansere yonelik ila¢ hedefi olabilecegi diisiincesindedir.

Protein serin/treonin fosfatazlar (PSPs) serin ve treonin aminoasidleri Gzerinde
defosforilasyon yapan proteinlerdir. PSP ailesi genis bir aile olup en biyik altgrubu
fosfoprotein fosfatazlardir (PPP). Bu grupta PP1, PP2A, PP3 (PP2B/ calcineurin), PP4,
PP5, PP6 ve PP7 enzimleri yer almaktadir (Peti ve ark., 2013).

PP1 okaryotik hicrelerde yaygin olarak bulunan bir serin/treonin fosfatazdir (Shi,
2009). Hucre proliferasyonu, apoptoz, metabolizma, protein sentezi, membran
reseptor ve iyon kanali regililasyonunda rol almaktadir (Ceulemans ve Bollen, 2004;
Cohen, 2002). PP1 enzimi evrim boyunca iyi korunmus ve bir katalitik altbirim ile bir
regllator altbirim kompleksinden olusmaktadir (Hubbard ve Cohen, 1993). Katalitik
altbirim birbirinden farkh birgok altbirim subunit ile eslesebilmektedir. PP1 enzimin
regllator subuniti hiicrenin belirli bir kompartmana gecisini, substratla etkilesmesini
ve aktivitesini dizenlemektedir (Ceulemans ve ark., 2002; Cohen, 1997). Bazi
regllator altbirimler PP1 enzim aktivitesinin inhibisyonuna neden olmaktadir:
inhibitor-1 (I-1) (Nimmo ve Cohen, 1978), inhibitor-2 (I-2) (Foulkes ve Cohen, 1980),
CPI-17 (Eto ve ark., 1997) ve DARPP-32 (Walaas ve Greengard,1991). Bugiin
literatlirde, PP1 enziminin mitoz ile iliskisi bilinmektedir. Bu enzimin eksikliginde
mitoz gerceklesmemekte ve hiicre 6limi meydana gelmektedir (Axton ve ark.,
1990). Mitoz siklusunda 6nemli role sahip olan Cdk1, PP1 tarafindan defosforile
olmaktadir (Lorca ve ark., 1992). Ayrica PP1, mitoz olayinda 6nemli bir kinaz olan
Plkl (polo-like kinase 1) ile etkilesip onun inhibisyonuna neden olmaktadir

(Yamashiro ve ark., 2008). Bugiin Plk1’in bircok timor hiicresinde asiri eksprese
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oldugu bilinmektedir (Strebhardt ve Ullrich, 2006), dolayisiyla PP1’in kanser ile
iliskisi olabilecegi dustiniilmektedir. PP1 enziminin ERK1/2 ile iliskisini inceleyen
arastirmacilar, ¢alismalarinda bu enzimin RAF-1 aktivasyonu igin gerekli Ser259
fosforilasyonunu inhibe ederek RAF/MEK/ERK1/2 yolaginin inhibisyonuna neden
oldugunu gostermisler (Jaumot ve Hancock, 2001).

PP2A enzimi PPP’nin bir diger Uyesidir. Scaffold altbirim, katalitik altbirim ve enzimin
aktivitesini duzenleyen regllatér altbirim iceren trimerik bir kompleksten
olusmaktadir (Janssens ve Goris, 2001). PP1 enziminden farkli olarak I-1 ve I-2 gibi
inhibitor proteinlerden etkilenmemektedir (Ingebritsen ve Cohen, 1983). PP2A
katalitik subunit C-terminal Tyr-307 aminoasidi tirozin kinaz p60, pS6, EGFR ve
instlin reseptorli uyarisi ile fosforillendiginde aktivitesi yaklasik % 90 oraninda
inhibe olmaktadir (Chen ve ark., 1992). PP2A hiicre proliferasyonu, yasam siklusu,
olimi ve birgok sinyal yolagin diizenlenmesinde rol almaktadir (Janssens ve Goris,
2001). Tumorogenez ile iliskili bazi genlerin ekspresyonu PP2A aktivitesi ile
iliskilendirilmistir. Bazi ¢alismalar PP2A enzimin hicre proliferasyonunu inhibe
ettigini ve dolayisiyla anti-tiiméral etkisi oldugunu géstermistir. Hiicre stimtlasyonu
ile indliklenen FOS transkripsiyon faktord, aktif PP2A enzimi tarafindan inhibe
edilmistir (Zinck ve ark., 1993). SV40 small tumor antijen (small t) PP2A’yi inhibe
ederek MEK/ERK1/2 aktivitesinin ve hiicre proliferasyonun artmasina neden
olmustur (Sontag ve ark., 1993). PMC42 insan meme kanser hiicre serisinde PP2A
niikleer telomeraz aktivitesinin inhibisyonu gosterilmistir (Li ve ark., 1997). Bircok
calisma PP2A aktivitesinin, MAPK’larin aktivite reglilasyonundaki roliini ortaya
koymustur. In vitro ¢alismalar PP2A enzimin ERK1/2’in aktivitesini inhibe ettigini
bildirmistir (Sontag ve ark., 1993; Ugi ve ark., 2002). PP1 ile benzer sekilde PP2A
enzimi RAF-1 aktivasyonu icin gerekli Ser259 fosforilasyonunu inhibe ederek
RAF/MEK/ERK1/2 yolagini inhibe etmektedir (Jaumot ve Hancock, 2001).
Calismalarimizda MDA-MB231 kanser hiicre serisi kullanILDI. Bu hicreler insan
plevral infizyon sivisindan elde edilmis ve yiksek metastaz yetenegine sahip
hicrelerdir. MDA-MB231’ler Ucll negatif hiicre grubunda yer aldigindan (Cailleau ve
ark., 1974) ER, PR ve HER2 reseptorlerini icermemekte fakat ¢cok yogun B2-AR
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icermektedirler (Vandewalle ve ark., 1990). Bu hicrelerde ERK1/2'nin bazal
ekspresyonu ve intrinsik aktivitesi diger hicrelere kiyasla fazladir, dolayisiyla
ERK1/2’nin yuksek bazal aktivite sergiledigi ve bu unsurlarin hicre
proliferasyonunda rol oynadig ileri strilmektedir (Johnson, 1997). Bircok ¢alisma
MDA-MB231 hiicre serisinde biyiime faktérU reseptérlerini inhibe ederek bu
hiicrelerin proliferasyonunu inhibe etmeyi hedeflemis ve olasi terapotik hedefleri
tespit etmeye ¢alismistir. Fakat bu hicrelerin, bliylme faktorlerinin sinyal yolagini
inhibe etmeye yonelik uygulamalara gosterdigi direng, arastirmacilari baska
hedeflerin arayisina yonlendirmistir.

B2-AR, GPKR ailesinin Uyesidir. Spesifik ligandin reseptore baglanmasiyla reseptérde
konformasyonel degisiklik olusur ve B2-AR ile uyarici guanin-nukleotide binding
protein (Gs) arasinda etkilesim meydana gelir. Gs proteini G¢ farkl altbirim
olusmaktadir (a, B ve y). Reseptorle etkilesme sonucu olarak Gs proteinin a
subunitine bagli olan GDP ayrilir ve yerine GTP baglanir. Olusan as-GTP kompleksi,
adenilil siklaz enzimini aktive eder ve ardindan adenilil siklaz hizli bir sekilde ATP’yi
katalize ederek hiicre i¢ci cCAMP dizeyinin artmasina neden olur (Lefkowitz ve ark.,
1977; Levitzki, 1988). cAMP’nin iyi bilinen iki efektdr proteini vardir, 1) cAMP ile
aktive olan ‘exchange’ proteinler (Epac) ve cAMP-bagimh protein kinase A (PKA).
Artmis cAMP dizeyi PKA'y1 aktive eder ve PKA-aracili efektor proteinler fosforile
olur. cAMP hicrede bir¢cok olayda rol oynamaktadir ve hicrenin akibetini
etkilemektedir. cAMP’nin etkilerinin biyik kismi PKA aktivasyonu araciliGIYLA
meydana gelmekle birlikte, bu yolak olduk¢a karmasiktir. cAMP diizeyini belirleyen
dokuz adet hiicre zarina bagli ve bir adet sitozolik adenilil siklaz ve cAMP’yi katalize
eden sekiz tane fosfodiesteraz enzimi vardir. cAMP yolaginin énemli bir efektori
olan PKA'nin yapisinda 3 cesit katalitik, 4 cesit regilator altbirim vardir. Ayrica
cAMP’nin hedefi olan 2 farkh Epac (Epacl, Epac2) oldugu bilinmektedir (Sunahara ve
Taussig, 2002; Cho-Chung ve ark., 2002).

MAPK yolaginin RTK’larin aktivasyonu ile yakin iliskisinin yanisira bu yolagin B2-AR ile
aktive edilebildigi bilinmektedir. Bircok c¢alismada, cAMP’nin ERK1/2’nin

aktivasyonuna olan etkileri ile ilgili sonuclar bildirilmistir. Kortikal néronlarda ve
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melanositlerde cAMP’nin RAS yolagini aktive ederek ERK1/2  aktivasyonunu
arttirdig1 gosterilmistir (Ambrosini ve ark., 2000; Busca ve ark., 2000). cAMP’nin RAS
yolagini aktive eden mekanizmalari buglin hala tartisma konusudur. Bunun yanisira
cAMP’nin ERK1/2 inhibisyonu yaptigini gosteren calismalar da mevcuttur. Bazi
arastirmacilar, cAMP’nin PKA araciligiyla C-RAF’In sekestrasyonuna yol actig1 ve RAS
aktivasyonunu engelledigini dolayisiyla ERK1/2 aktivitesini inhibe ettigini ileri
sirmislerdir (Schmitt ve Stork., 2001; Schmitt ve Stork., 2002). Adiposit
hicrelerinde cAMP’nin artisi ERK1/2 inaktivasyonuna neden olmustur (Sevetson ve
ark., 1993). Bazi meme kanser hticrelerinde B,-AR uyarimi ERK1/2 aktivitesini inhibe
etmistir (Carie ve Sebti, 2007). Wu ve ark., (1993) calismalarinda blyime faktori
stimllasyonuna baglh ERK1/2 aktivasyonunun cAMP tarafindan inhibe oldugunu
gostermis ve bu yolaklar arasinda bir etkilesimin olabilecegini vurgulamislardir. B»-
AR uyarinin hiicre proliferasyonuna olan etkilerini godsteren bir¢ok calisma
literatiirde mevcuttur. Beta adrenerjik uyari néron, kalp, bébrek ve akciger doku
hiicresinin blyimesinde, cogalmasinda ve diferansiyasyonunda rol oynamaktadir
(Vernadakis ve ark., 1974; Slotkin ve ark., 1987). Madden ve ark. (2011) B2-AR
uyarinin hiicre proliferasyonunu etkilemedigini gostermistir. Bazi arastirmacilar ise
bu uyarinin proliferasyon Uzerinde pozitif etkisi oldugunu géstermistir. Hemanjiom-
kaynakli endotel hicrelerinin proliferasyonu, B2-AR/cAMP tarafindan indiklenmistir
(Ji ve ark., 2013). Ayrica B2-AR uyarisi meme kanser hiicresinin proliferasyonunda
pozitif etki gostermistir (Yang ve ark., 1980). Diger yandan B2-AR, cAMP araciligi ile
akciger kanser hicrelerinin  proliferasyonunu ve meme kanser hiicre
proliferasyonunu inhibe etmektedir (Ally ve ark.,1989; Slotkin ve ark., 2000; Carie ve
Sebti, 2007). cAMP’nin antiproliferatif etkisinin, blylk olgide ERK1/2’yi inhibe
etmesi ile baglantih olabilecegi ileri slirilmektedir. Bazi c¢alismalar hicre
proliferasyonu icin cAMP’den baska efektorlerin roli olabilecegini ve bu etkinin
sadece ERK1/2 inhibisyonu ile agiklanamayacagini savunmustur (Dumaz ve ark.,
2002; McKenzie ve Pouyssegur, 1996).

Literattr bilgileri B2-AR uyarisi ile ERK1/2 arasinda bir iliski olabilecegini
gostermektedir. Ayrica ERK1/2 aktivitesi DUSP1/6 ve PP1, PP2A gibi cesitli
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fosfatazlarla dizenlenmektedir. Bu proteinler hiicre ici sinyallere farkli noktalarda
mudahale etmekte ve hicrenin akibetini belirlemekte rol oynamaktadir. MDA-
MB231 kanser hiicresinde bahsi gecen enzimlerin aktivitesi, etkisi ve birbiriyle iliskisi
net degildir. Ayrica bu hiicrelerin mevcut tedavi protokollerine gosterdikleri direnci
gdz oninde bulundurdugumuzda yolak mekanizmalarini aydinlatma zorunlulugu
dogmaktadir.

Bu tez galismasinda B2-AR uyari ile meydana gelen proliferasyon inhibisyonunun
ERK1/2 inhibisyonu ile parallelik gosterip gostermedigi arastirilmistir. Ayrica B2-AR
aracili ERK1/2 inhibisyon mekanizmasini aydinlatmaya yonelik DUSP1/6 ve PP1,
PP2A fosfatazlarin roll arastiriimistir. Bu amagla yonelik DUSP1/6 inhibitori ve PP1,
PP2A inhibitorleri ile s6z konusu fosfatazlarin aktivitesi inhibe edilmis, akabinde
ERK1/2 fosforilasyonu saptanmistir. Ayrica B2-AR uyarisi ile bu fosfatazlarin
ifadelenme diizeylerinin degisip degismedigi saptanmistir. Bu arastirmadan elde
edilen bulgularla, incelenen proteinler ve ilgili mekanizmalarin tedaviye direncli

kanser hiicreleriicin olasi terapotik hedefler olabilecegi dustinGimdistr.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.3.1. Hiicre kulturu

Bu ¢alismada MDA-MB-231 hicre serisi kullanilmigtir. Hicreler % 10 fotal sigir
serumu (FSS), 100 U/ml Penisilin, 100 pg/ml Streptomisin iceren Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM) icinde, 37 °C sicaklik ve % 5 CO’li ortamda

cogaltilmistir.

3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler

Gahsmada kullanilan kimyasal maddeler ve kitler, temin edildikleri firma adlari ve
katalog numaralari ile birlikte EK 1’de verilmistir. Ligandlarin ve enzim inhibitorlerin

derisimleri ECso ve iCso degerlerin 10 kati olacak sekilde belirlendi.

3.2. Yontem

3.2.1. Proteinlerin ekspresyonunun degerlendirilmesi
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3.2.1.1. Konfluent hiicrelerde yapilan deneyler

Yetmis bes cm?lik kultiir ortaminda biyitilen hiicreler, deneyden 72 saat énce 6
kuyulu kultur plaklarina 10° olarak dagitilmistir. Kuyulara dagitilan hiicreler 48 saat
boyunca 37 °C sicaklik ve % 5 CO>’li ortamda bekletilmistir. Bu siire icinde hiicreler
% 80- % 90 konfluense ulasmis ardindan serumsuz besiyeri ile yilkanmis ve gece
boyunca serumsuz besiyeri igcinde 37 °C sicaklik ve % 5 CO,’li ortamda bekletilmistir.
Bu slirenin sonunda hiicreler uygun B,-AR ligandlari ile, inhibitorlerin varliginda veya
yoklugunda stimile edilmistir. Deneyde kullanilan B2-AR ligandlarin final derisim
degerleri su sekildedir: terbutalin ve clenbuterol 1 uM, izoproterenol ve epinefrin 10
UM, formoterol 100 nM. inhibitorlerin final derisim degerleri su sekildedir:
IC1118,551 100 nM, BCI 1-10 pM, Calyculin A 10 nM ve H89 10 uM. cAMP aktivatori
forskolin final derisim degeri 1 uM’dir. Deneylerin uyarilma sirelerinin sonunda 6’lik
plaklar buz Ustline alinmis ve besiyeri vakum aracihgi ile uzaklastririlarak deney
sonlandirilmistir. Her kuyu 500 pl Phosphate buffer saline (PBS) ile yikadiktan sonra,
100 pl lizis buffer (PBS iginde % 1 nonidet, 0.2 mM Na ortho-vanadat ve proteaz
inhibitor karisimi) eklenmigtir. Hucreler kaziyici araciligiyla kaldirildiktan sonra
tiplere aktarilmis ve 15 dakika buz Gstliinde bekletilmistir. Tlplere aktarilan hiicre
lizatlari 4°C ortam sicakliginda, 5.000 x g’de 5 dakika santrifuj edilmistir. Ornekler

tiplere aktarilmis ve -80 °C’de bekletilmistir.

3.2.1.2. Protein Elektroforezi ve immiinoblot

Deneyde elde edilen hiicre lizatlar soguk ortamda ¢ozundirildikten sonra % 10 B-
merkaptoetanol iceren sample buffer ile 3:1 oraninda karistirilmis ve 3 dakika sire
ile 95 °C’de kaynatilmistir. Ornekler % 8 poliakrilamid jelde elektroforez ile

yuratalmis ardindan elektro-transfer yontem ile polyvinyliden diflouride (PVDF)
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membrana protein transferi saglanmistir. Membranlar % 5 yagsiz st tozu ve % 0.2
(v/v) tween-20 iceren Tris-Buffered Saline (TBS) icinde oda isisinda 1 saat bekletilmis
ardindan uygun birincil antikor ile 16 saat +4 °C’de muamele edilmistir. Membranlar
ertesi glin HRP (horse radish peroxidase) ile konjuge edilmis uygun ikincil antikor ile
oda sicakliginda 1 saat bekletilmistir. ilgili protein bantlari HRP substrati kullanilarak
Biorad goriintiileme sistemi ile gdériintiilenmistir ve bantlarin yogunlugu imagemax
yazihm programi kullanilarak sayisal veri seklinde elde edilmistir. ilgili proteinin bant
yogunlugu glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), B actin veya tERK

bant yogunlugu ile normalize edilerek analiz edilmistir.

3.2.1.3. Protein mRNA diizeyi

DUSP1 protein mRNA diizeyleri Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ile
saptanmistir. RNA ekstraksiyonu Ureticinin 6nerdigi protokole gére (RNeasy, Qiagen,
Hilden, Germany) elde edilmistir. izole RNA derisimi spektrofotometre ile 260 ile
280 nM dalga boyunda o6l¢tilmustir. cDNA sentezi igcin Revert Aid First Strand cDNA
Synthesis Kit kullanilarak ve bu kitin standart protokoll takip edilerek 1 pg total
RNA’dan cDNA sentez edilmistir. cDNA 1:10 oranda diltie edildikten sonra -20 °C’de
bekletilmistir. qRT-PCR ile olgun mRNA elde edilmistir. qRT-PCR, Roche LightCycler
480 ile yapimistir. Deneyde kullanilan primerler (DUSP1, Forward primer:
GCTCAGCCTTCCCCTGAGTA, Reverse primer: ‘GATACGCACTGCCCAGGTACA).
Amplifiye karisimlari 1.0 1:10 diliie cDNA, 5.0 ul SYBR Green PCR Master Mix, 1.0 ul
miScript Universal Primer (reverse primer tim miRNA icin), 1.0 pl miScript Primer
Assay (primere spesifik mMRNA) ve 2 pl RNase-free su, total hacim 10 pl. Sikluslarin
diizenlenmesi: Baslangi¢c aktivasyonu icin 15 dakika 95 °C, ardindan amplifikasyon
icin 40 siklus 94 °C icin 15 saniye, 55 °C icin 30 saniye ve 70 °C icin 30 saniye olarak

ayarlanmistir. Analiz icin AACt yontemi kullanilmistir. Normalizasyon ig¢in B actin
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kullanilmistir (Forward primer: ‘CCAACCGCGAGAAGATGACC' Reverse primer:
‘GGAGTCCATC-ACGATGCCAG’).

3.2.2. Hiicre proliferasyonu deneyi

3.2.2.1. WST-1 proliferasyon deneyi

Deneylerde yer alan canli  hiicre proliferasyonunun  belirlenmesinde
spektrofotometrik yontem olan WST-1 yontemi kullanilmistir. 96’lik kuyulara 5000
hiicre ekilmis, sonra her 24 saatte bir besiyeri degistirilmis ve uygun agonistle
inklibe edilmistir. Hicre proliferasyonlari 24, 48 ve 72 saat sonra farkli zamanlarda
saptanmistir. WST-1 sollisyonu Uretici firmanin protokolii dogrultusunda uygun
miktarda her kuyuya eklenmis ve 4 saat sonra (450 nm ve 600 nm) iki farkh dalga

boyutunda spektrofotometre cihaz aracili 6l¢iim yapilmistir.

3.2.2.2. iCelligence system proliferasyon deneyi

Hicre proliferasyonunun devamli olarak izlenebildigi iCelligence systemi (ACEA
Biosciences, Inc) kullanilarak hiicre bliyimesi izlenmistir. Ayrica bu yontemle hiicre
sayisinin ikiye katlanma zamani (doubling time) tespit edilmistir. Oncelikle 200 pl
besiyeri 8 kuyulu elektronik microtiter flaska (E-plate) eklenmis ve akabinde
“background’” 6lcimi yapilmistir. Final hacim 600 ul olacak sekilde her kuyuya
15.000 hicre ekilmistir. E-plate 37°C, % 5 CO; inkibator ortaminda cihaza
yerlestirilmistir. Besiyeri ve ligandlar her 24 saatte bir yenilenmistir. 96 saat boyunca
1-15 dakika araliklar ile Hicre proliferasyonu olcimustiir. Elde edilen veriler

iCelligence system programi ile sayisal verilere donistirilmus ve analiz edilmistir.

18



3.2.3. istatistiksel degerlendirme

Ortalamalar arasi istatistiksel fark “Student’s t-test” kullanilarak degerlendirilmistir.
p<0.05 istatistiksel olarak anlaml kabul edilmistir. Analizler SPSS 17.0 Windows

software (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA) ile yapilmistir.
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4.BULGULAR

4.1. Adrenerjik Reseptor Agonistleri Aracili pERK1/2 Defosforilasyonu

B2-AR ile etkilesen ligandlarin etkileri sekil 4.1'de gosterilmektedir. Spesifik B2-AR
agonisti terbutalin ve formoterol, a-AR ve B-AR agonisti epinefrin, non spesifik B-AR
agonisti izoproterenol ve cAMP aktivatori forskolin, ERK1/2 fosforilasyonunu inhibe

etmektedir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. MDA-MB231 kanser hiicrelerinde, f>-AR ligandlari ve cAMP aktivatérii
forskolin ile uyarildiktan sonra fosforile ERK1/2 diizeyi. MDA-MB231 hiicreleri 10 dk
sure ile B2-AR agonistler: terbutalin (Trb, 1 uM), formoterol (Frm, 100 nM),
izoproterenol (izo, 10 pM), epinefrin (Epi, 10 uM) veya cAMP aktivatori forskolin
(Fors, 1 uM) ile uyarilmistir. Fosforillenmis ERK1/2 bantlarinin yogunlugu total ERK
bantlarinin yogunluguna oranlanarak saptanmistir ve grafikte kontrolin yizdesi

olarak sunulmustur. (*) Kontrole gore istatiksel olarak anlamli fark (P<0.05), (n=7).
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4.2 B2-AR Aracili pERK1/2 Defosforilasyonu

ERK1/2 defosforilasyonu hangi reseptor lzerinde oldugunu gormek icin MDA-
MB231 hiicreleri spesifik B2-AR antagonisti ICI118,551 (100 nM) ile 20 dakika
muamele edildikten sonra B2-AR agonisti terbutalin ile uyarildi. Antagonist
varliginda terbutalin pERK1/2'i defosforile edemedi. Bu bulgular ERK1/2

defosforilasyonunun 2-AR araciligi ile oldugunu gostermektedir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. (,-AR antagonisti ICI118,551 ile inkiibasyondan sonra terbutalin ile
uyarilmis MDA-MB231 kanser hiicrelerinde fosforile ERK1/2 diizeyi. MDA-MB 231
hicreleri B2-AR antagonisti 1C1118,551 (100 nM) ile 20 dk inkiibe edildikten sonra
terbutalin (Trb, 1 uM) ile 10 dk uyarilmistir. Fosforillenmis ERK1/2 bantlarinin
yogunlugu total ERK bantlarinin yogunluguna oranlanarak saptanmistir ve grafikte
kontrolliin ylizdesi olarak sunulmustur. (*) Kontrole gore istatiksel olarak anlamh

farki, (#) terbutaline gore istatiksel olarak anlamli farki gésterir (P<0.05), (n=3).
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4.3. B2-AR Aracili pERK1/2 Defosforilasyonu ve Gi/o.

B2-AR’ler hem Gsq (Gq stimulatory) hem Giq (Gq inhibitory) protein ile kenetlenebilir
ve farkli sinyal vyolaklarinin aktive olmasina neden olabilirler. ERK1/2
defosforilasyonunda hangi Gq proteinin rol aldigini gérmek igin MDA-MB231
hicreleri pertusis toxin (PTX) ile 18 saat inkiibasyondan sonra B.-AR agonisti
terbutalin ve clenbuterol ile stimiile edildi. Giq inhibitori pertusis toksini terbutalin
ve clenbuterol ile meydana gelen ERK1/2 defosforilasyonunu inhibe edemedi. Bu
bulgular B,-AR aracili ERK1/2 defosforilasyonunda Gi proteinin roliniin olmadigini

disundirmektedir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Giy inhibitéri pertusis toxini (PTX) ile inkiibe edildikten sonra [2-AR
ligandlari terbutalin ve clenbuterol ile uyarilan MDA-MB231 kanser hiicresinde
fosforillenmis ERK1/2 diizeyi. MDA-MB 231 hiicreleri Gijoq inhibitori pertusis toxini
(PTX, 150 ng/ml) ile 18 saat inkiibasyondan sonra B,-AR agonisti terbutalin (Trb,
1 uM) ve clenbuterol (Cln, 1 uM) ile 10 dk uyarimistir. Fosforillenmis ERK1/2
bantlarinin yogunlugu total ERK bantlarinin yogunluguna oranlanarak saptanmistir
ve grafikte kontroliin ylzdesi olarak sunulmustur. (*) Kontrole gore istatiksel farki

gostermektedir (P<0.05), (n=3).
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4.4. B>-AR Aracili pERK1/2 Defosforilasyonu ve Protein Kinaz A ile iliskisi

PKA, B2-AR sinyal yolaginda aktive olan o6nemli bir protein kinazdir. ERK1/2
defosforilasyonunda PKA'In roliini anlamak amaci ile MDA-MB231 hiicreleri PKA
inhibitori (H89, 10 uM) varliginda terbutalin ile 10 dakika uyarildi. Deney sonuglari
fosforillenmis ERK1/2 inhibisyonunun kismen ortadan kalktigini géstermektedir. Bu
sonuca gore B2-AR aracili pERK1/2 defosforilasyonunda cAMP-PKA yolaginin rol

oynadigi gorilmektedir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. PKA inhibitdri H89 ile inkiibe edildikten sonra f2-AR ligandi terbutalin ile
uyarilan MDA-MB231 kanser hiicresinde fosforillenmis ERK1/2 diizeyi. MDA-MB 231
hicreleri PKA inhibitori (H89, 10 uM) ile 30 dk inklibe edildikten sonra (2-AR
agonisti terbutalin (Trb, 1 uM) ile 10 dk uyarnlmistir. Fosforillenmis ERK1/2
bantlarinin yogunlugu tERK bantlarinin yogunluguna oranlanarak saptanmis ve
grafikte kontrollin ylizdesi olarak sunulmustur. (*) Kontrole gore istatiksel olarak

anlamh farki, (#) terbutaline gore istatiksel olarak anlamli farki gosterir (P<0.05)

(n=3).
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4.5. B>-AR Aracih pERK1/2 Defosforilasyonunda DUSP1 ve DUSP6 Enzimlerinin

Rolii

DUSP1 ve DUSP6 enzimlerinin B2-AR aracili ERK1/2 defosforilasyonunda oynadigi
rolt saptamak icin icin MDA-MB231 hiicreleri DUSP1/6 inhibitoéri olan BCI (1 uM ve
10 uM) ile 30 dk inkiibe edildikten sonra terbutalin ile uyarildi. BCl 1 uM derisimde
bir etki gostermezken, 10 uM derisimde B2-AR aracili ERK1/2 defosforilasyonunu
inhibe etti ( Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. DUSP1/6 inhibitérii BCI ile inkiibasyon sonrasi [5-AR agonisti terbutalin ile
uyarilan MDA-MB231 kanser hiicresinde fosforillenmis ERK1/2 diizeyi. MDA-MB231
hiicreleri DUSP1/6 inhibitérii BCi (1 pM ve 10 uM) ile 30 dk inkiibasyondan sonra
B2-AR agonisti terbutalin (Trb, 1 uM) ile 10 dk uyariimistir. Fosforillenmis ERK1/2
bantlarinin yogunlugu GAPDH bantlarinin yogunluguna oranlanarak saptanmis ve
grafikte kontrollin ylzdesi olarak sunulmustur. (*) kontrole gore istatiksel olarak
anlamli farki, (#) terbutaline gore istatiksel olarak anlamli farki gosterir (P<0.05)

(n=4).
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4.6. B2-AR Uyarisi ile DUSP1/ DUSP6 Protein Seviyeleri

Literatirde ERK1/2 aktivitesinin dlzenlenmesinde DUSP’larin  rol oynadigl
bilinmektedir. Ozellikle bu fosfatazlar aktive olduklarinda pERK1/2’i defosforile
etmektedirler. Terbutalin ile uyarilan MDA-MB231 hicrelerde DUSP6 protein
seviyesinde 2, 5, 10 ve 30 dakikalik uyaridan sonra herhangi bir degisiklik
gozlemlenmemektedir (Sekil 4.6A). Terbutalin ve izoproterenol ile uyarilan MDA-
MB231 hiicrelerde DUSP1 fosforilasyonu 5. dakika’dan itibaren inhibe olmaktadir ve

total DUSP1 seviyesinde artis saptanmaktadir (Sekil 4.6B).
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Dipnot: Bu seklin agiklamasi bir sonraki sayfada yapilmaktadir.
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Sekil 4.6. 5>-AR agonisti terbutalin ile farkli siirelerde uyarilan MDA-MB231 kanser
hiicresinde fosforillenmis DUSP1, total DUSP1 ve total DUSP6 diizeyleri. A) MDA-
MB231 hiicreleri B2-AR agonisti terbutalin (Trb, 1 uM) ile farkli stirelerde 2 dk, 5 dk,
10 dk ve 30 dk uyarildi ve total DUSP6 (DUSP6) saptandi. B) MDA-MB231 hiicreleri
B2-AR agonisti terbutalin (Trb, 1 pM) ve izoproterenol (izo 10 uM) ile farkl siirelerde
2 dk, 5 dk, 10 dk ve 30 dk uyarildi ve fosforillenmis DUSP1 (pDUSP1) ile total DUSP1
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(tDUSP1) saptandi. Terbutalin ile uyarilan hiicrelerde fosforillenmis DUSP1, total
DUSP1 ve total DUSP6 bantlarinin yogunlugu GAPDH bantlarinin yogunluguna
oranlanarak saptanmistir ve grafikte kontrollin ylzdesi olarak sunulmustur. (*)

Kontrole gore istatiksel olarak anlamli farki gosterir (P<0.05), (n=5).

4.7. B2-AR Uyarisi ile Total DUSP1 mRNA Seviyeleri

Deneylerimizde gézlemledigimiz tDUSP1 proteinlerin seviyesindeki artisin nedeninin
transkripsiyon dizeyinde olup olmadigini saptamak icin terbutalin uyarisindan
sonra, farkli slrelerde mRNA diizeyleri saptandi. Terbutalin ile MDA-MB231
hiicrelerinin 30 dakika ve 1 saat sire ile uyarilmasindan sonra mRNA seviyelerinde

artis saptandi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. >-AR agonisti terbutalin ile farkli siirelerde uyarilan MDA-MB231 kanser
hticresinde total DUSP1 mRNA diizeyleri. MDA-MB231 hiicreleri B2-AR agonisti
terbutalin (Trb, 1 uM) ile farkli siirelerde 5 dk, 10 dk, 30 dk, 1 saat ve 24 saat
uyarildi, ardindan total DUSP1 (tDUSP1) mRNA diizeyleri saptandi. (*) Kontrole gore

istatiksel olarak anlamli farki gosterir (P<0.05), (n=5).
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4.8. B>-AR Uyarisi ile Total DUSP1 ve PKA iliskisi

Deneylerimizde B2-AR uyari ile gdzlemledigimiz tDUSP1 artisinin PKA ile iliskili olup
olmadigini anlamak icin MDA-MB231 hicreleri PKA inhibitéri H89 (10 uM) ile 30
dakika inkibe edildikten sonra 10 dakika terbutalin (1 uM) ile uyardik.
Deneylerimizin sonucuna gore PKA inhibitori H89, terbutalin ile artan tDUSP1

seviyesini kismen inhibe etmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. PKA inhibitéri H89 ile inkiibe edildikten sonra f2-AR ligandi terbutalin ile
uyarilan MDA-MB231 kanser hlicresinde total DUSP1 diizeyi. MDA-MB 231 hiicreleri
PKA inhibitort (H89, 10 uM) ile 30 dk inklibasyondan sonra B2-AR agonisti terbutalin
(Trb, 1 uM) ile 10 dk uyarilmistir. Total DUSP1 bantlarinin yogunlugu GAPDH
bantlarinin yogunluguna oranlanarak saptanmis ve grafikte kontrol yiizdesi olarak
sunulmustur. (*) Kontrole gore istatiksel olarak anlaml farki, (#) terbutaline gore

istatiksel olarak anlamli farki gosterir (P<0.05), (n=3).
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4.9. B2-AR Aracili pERK1/2 Defosforilasyonunda PP1 ve PP2A’nin Rolli

B>-AR aracih ERK1/2 defosforilasyonunda PP1 ve PP2A’nin roliini anlamak igin
MDA-MB231 hiicreler PP1/PP2A inhibitori Calyculin A (10 nM) ile 30 dk inkibe
edildikten sonra pERK1/2 dlzeyleri saptandi. Calyculin A ile inkiibe edilen
hicrelerde B2-AR uyarisi ile gbzlemlenen ERK1/2 defosforilasyonu tamamen ortadan
kalktl. Bu bulgu B2-AR uyari ile olusan ERK1/2 defosforilasyonunda PP1 ve PP2A

enziminin roliiniin dnemli olabilecegini gostermektedir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. MDA-MB231 hiicreleri PP1/PP2A inhibitorii Calyculin A ile inkiibe
edildikten sonra B2-AR agonisti terbutalin uyarisindan sonra fosforillenmis ERK1/2
diizeyi. MDA-MB231 hiicrelerinin PP1/PP2A inhibitért Calyculin A (Caly, 10 nM) ile
30 dk inkiibasyondan sonra B2-AR agonisti terbutalin (Trb, 1 uM) ile 10 dk uyarildi.
Fosforillenmis ERK1/2 bantlarinin yogunlugu GAPDH bantlarinin yogunluguna
oranlanarak saptanmis ve grafikte kontroliin yuzdesi olarak sunulmustur. (*)
Kontrole gore istatiksel olarak anlaml farki, (#) terbutaline gore istatiksel olarak

anlamli farki gosterir (P<0.05), (n=3).
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4.10. B2-AR Uyarisi ve PP1/ PP2A Aktivitesi

B2-AR uyarisinin PP1 ve PP2A enzimlerinin ekspresyonuna olan etkisini gormek igin
MDA-MB231 hiicreleri terbutalin ile 10 dk uyarildi. Deney sonucuna gore total PP1
(tPP1), total PP2A (tPP2A) ve PP2A’nin (tirozin 307) fosforile olmus formunun
(pPP2A) diizeylerinin terbutalin uyarisi ile degismedigi, fakat PP1’in (treonin 320)
fosforile formunun (pPP1) terbutalin uyarisi ile azaldigl gézlemlendi. PP1 ve PP2A
enzimlerinin s6z konusu olan bu fosforilasyonlari onlarin inaktif formlarinin bir
gostergesidir. Bu fosforile formlarin artisi inaktif PP1 ve PP2A’nin artigini
gostermektedir. Sonug¢ olarak B2-AR uyarisi ile pPP1 (treonin 320) azalmakta,

dolayisi ile bu enzimin aktif formu artmaktadir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. MDA-MB231 kanser hiicresinde, f2-AR agonisti terbutalin uyarisi ile
fosforillenmis PP1, total PP1, fosforillenmis PP2A, total PP2A diizeyleri. MDA-MB231

hicreleri B2-AR agonisti terbutalin (Trb, 1 uM) ile 10 dk uyarildiktan sonra
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fosforillenmis PP1 (pPP1) ile total PP1 (tPP1) goriintiisi. MDA-MB231 hiicreleri B»-
AR agonisti terbutalin (Trb, 1 uM) ile 10 dk uyarildiktan sonra fosforillenmis PP2A
(pPP2A) ile total PP2A (tPP2A) gorintist. Fosforillenmis PP1, total PP1,
fosforillenmis PP2A ve total PP2A bantlarinin yogunlugu GAPDH bantlarinin
yogunluguna oranlanarak saptanmis ve grafikte kontrolin vyizdesi olarak

sunulmustur. (*) Kontrole gore istatiksel olarak anlamh farki gosterir (P<0.05),

(n=3).

4.11. Farkh Siirelerde B2-AR Uyarisi ile PP1 ve PP2A Protein Seviyeleri

PP1 ve PP2A fosfatazlar aktive olduklarinda pERK1/2’i defosforile etmektedirler.
Terbutalin ile 2, 5, 10 ve 30 dakika uyarilan MDA-MB231 hiicrelerinde 2. dakikadan
itibaren pPP1 (treonin 320) fosforilasyonu inhibe olmus, pPP2A (tirozin 307)

seviyesinde ise degisiklik saptanmamistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. 5>-AR agonisti terbutalin ile farkl siirelerde uyarilan MDA-MB231 kanser
hiicresinde fosforillenmis PP1 ve fosforillenmis PP2A diizeyleri. A) MDA-MB231
hicreleri B2-AR agonisti terbutalin (Trb, 1 uM) ile farkl surelerde (2 dk, 5 dk, 10 dk
ve 30 dk) uyarildi ve fosforillenmis PP1 (pPP1) saptandi. B) MDA-MB231 hiicreleri
B2-AR agonisti terbutalin (Trb, 1 uM) ile farkli stirelerde (2 dk, 5 dk, 10 dk ve 30 dk)
uyarildi ve fosforillenmis PP2A (pPP2A) saptandi. Fosforillenmis PP1 (pPP1) ve
fosforillenmis PP2A (pPP2A) bantlarinin yogunlugu GAPDH bantlarinin yogunluguna
oranlanarak saptanmistir ve grafikte kontrolliin ylzdesi olarak sunulmustur. (*)

Kontrole gore istatiksel olarak anlamli farki gosterir (P<0.05), (n=3).

4.12. PP1 ve PP2A inhibitorlerinin Varhginda B>-AR Uyarisi ile pPP1 ve pPP2A

Protein Seviyeleri

PP1 ve PP2A enzim inhibitérid Calyculin A ile inkiibe edilen MDA-MB231 hiicrelerde

pPP1 ve pPP2A enzimlerinin seviyelerini saptamak icin 6ncelikle hiicreler Calyculin

32



A (10 nM) ile 30 dakika inklibe edildi. Ardindan hicreler 1 uM terbutalin ile 10
dakika uyarildi. Calyculin A tek basina ve terbutalin ile birlikte inaktif form olan pPP1
(treonin 320) enzim seviyesini artirmadi dolayisi ile PP1 enzimin aktivitesi inhibe
olmadi. Fosforillenmis PP2A enziminin seviyesinde herhangi bir degisiklik meydana

gelmedi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. PP1/PP2A inhibitérii Calyculin A ile inkiibasyon sonrasi f>-AR agonisti
terbutalin ile uyarilan MDA-MB231 kanser hiicresinde fosforillenmis PP1 ve
fosforillenmis PP2A protein seviyeleri. MDA-MB231 hiicreleri PP1/PP2A inhibitor
Calyculin A (Caly, 10 nM) ile 30 dk inkiibasyondan sonra B2-AR agonisti terbutalin
(Trb, 1 uM) ile 10 dk uyarilmistir. (A) Fosforillenmis PP1 ve (B) fosforillenmis PP2A
bantlarinin yogunlugu GAPDH bantlarinin yogunluguna oranlanarak saptanmis ve
grafikte kontroliin yiizdesi olarak sunulmustur. (*) Kontrole gore istatiksel olarak
anlamli farki, (#) terbutaline gore istatiksel olarak anlaml farki goésterir (P<0.05),

(n=3).
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4.13. B2-AR Uyarisi ile pPP1 Enzim seviyesinde PKA’nin Rolii

Terbutalin uyarisi ile gézlemlenen pPP1 (treonin 320) diizeyindeki azalma ile PKA
arasinda baglanti olup olmadigini anlamak igin MDA-MB231 hiicreleri PKA inhibitori
(H89) (10 uM) ile 30 dakika inkiibe edildikten sonra terbutalin (1 uM) ile 10 dakika
uyarildi, ardindan total PP1 ile fosforile PP1 (treonin 320) protein seviyeleri
saptandi. inaktif form olan pPP1 (treonin 320)'nin terbutalin aracili inhibisyonu PKA
inhibitorl tarafindan ortadan kaldirildi. Dolayisi ile PKA aktivitesi, PP1 enzim

aktivitesini artirmaktadir (Sekil 4.13).

| em—— PP 1

—_— tPP1

A —_—— GAPDH

K Trb H89 H89/T

160 -

140 |
— 120 |
o #
= 100
=
o *k
= 80 -
£
— 60 -
&
r=3 40 |

20 |
0 T T
Terbutalin H89 H89+Terbutalin

Sekil 4.13. PKA inhibitérii (H89) ile inkiibe edildikten sonra f2-AR ligandi terbutalin
ile uyarilan MDA-MB231 kanser hiicresinde fosforillenmis PP1 diizeyi. MDA-MB 231
hiicreleri PKA inhibitord (H89, 10 uM) ile 30 dk inkiibasyondan sonra B2-AR agonisti
terbutalin (Trb, 1 uM) ile 10 dk uyarilmistir. Fosforillenmis PP1 bantlarinin
yogunlugu GAPDH bantlarinun yogunluguna oranlanarak saptanmis ve grafikte
kontroliin ylzdesi olarak sunulmustur. (*) Kontrole gore istatiksel olarak anlamli

farki, (#) terbutaline gore istatiksel olarak anlamli farki gésterir (P<0.05), (n=4).
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4.14. B2-AR Uyari ve Hiicre Proliferasyonu

B2 adrenerjik uyarinin hiicre proliferasyonuna olan etkisi WST-1 ve ACEA iCellegince
sistemi Ol¢lildi. Ayni zamanda hiicre c¢ogalmasinin anlik izlenmesini saglayan
iCellegence cihazi ile hiicre cogalma hizi (doubling time) saptandi. Hicreleri ektikten
24 saat sonra terbutalin 1 uM, besiyerine eklendi. Hicrelerin bulundugu besiyeri ve
terbutalin her 24 saatte bir yenilendi. Hiicre proliferasyonlari tebutalin ile 24 saat,
48 saat, 72 saat ve 96 saat’lik inkiibasyonlardan sonra degerlendirildi. Elde ettigimiz
verilere gore B,-AR agonisti terbutalin ile 72 ve 96 saatlik uyaridan sonra MDA-
MB231 hiicrelerinde anlamli inhibisyon gézlemlendi (Sekil 4.14A) ve hiicrelerin ikiye

katlanma siresi (doubling time) uzadi (Sekil 4.14B).
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Dipnot: Bu seklin agiklamasi bir sonraki sayfada yapilmaktadir.
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Sekil 4.14. 5>-AR agonisti terbutalin ile farkl siirelerde uyarilan MDA-MB231 kanser
hiicrelerinde WST-1 yéntemi ve iCelligence sistemi ile saptanan hiicre proliferasyonu
ve hiicre cogalma hizi. A) MDA-MB231 hiicreleri B2-AR agonisti terbutalin (Trb, 1
uM) ile farkh siirelerde (24 saat, 48 saat, 72 saat ve 96 saat) uyarildi. B) iCelligence
sistemi ile hiicrelerin ¢ogalma hizi (doubling time). Proliferasyon ve “doubling time”
verileri grafikte kontrolliin ylzdesi olarak sunulmustur. (*) Kontrole gore istatiksel

olarak anlamli farki gostermektedir (P<0.05), (n=4).

4.15. Farkh Agonistlerle B2-AR Uyarisi ve MDA-MB231 Hiicre Proliferasyonu

Cesitli B2-AR liganlarin MDA-MB231 hiicre serisinde proliferasyona etkilerini
saptamak amaci ile hiicreleri ektikten 24 saat sonra terbutalin 1 uM, clenbuterol 1
UM ve formoterol 100 nM besiyerine eklendi. Hiicre besiyeri ve ligandlar her 24
saatte bir yenilendi. Hiicre proliferasyonlari 72 saat ve 96 saat’lik inkiibasyonlardan

sonra degerlendirildi. Elde ettigimiz verilere gore B2-AR agonistlerle 72 ve 96 saatlik
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uyaridan sonra MDA-MB231 hiicrelerinde anlamh proliferasyon inhibisyonu

meydana gelmektedir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. f>-AR agonisti terbutalin, formoterol ve clenbuterol ile farkli siirelerde
uyarilan MDA-MB231 kanser hiicrelerinde WST-1 yéntemi ile saptanan proliferasyon
diizeyleri. MDA-MB231 hiicreleri B2-AR agonisti terbutalin (Trb, 1 uM), formoterol
(Frm, 100 nM) ve clenbuterol (CIn, 1 uM) ile farkl sirelerde (72 saat ve 96 saat)
uyarildi. Proliferasyon verileri grafikte kontrol ylizdesi olarak sunulmustur. (*)

kontrole gore istatiksel olarak anlamh farki géstermektedir (P<0.05), (n=7).

4.16. B>-AR Agonistler Aracili pERK1/2 Defosforilasyonun Siiresi

Uzun slreli B2 adrenerjik uyarinin, fosforillenmis ERK1/2 inhibisyonunu nasil
degistirdigini gormek amaci ile MDA-MB231 hicreleri 24, 48, 72 ve 96 saat
terbutalin ile uyarildi. Elde ettigimiz sonuglar fosforillenmis ERK1/2 inhibisyonunun
terbutalin uyarisindan sonra 24. saatte ortadan kalktigini géstermektedir (Sekil

4.16).
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Sekil 4.16. 5>-AR agonisti terbutalin ile farkh siirelerde uyarilan MDA-MB231 kanser
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hiicresinde fosforillenmis ERK1/2 diizeyi. MDA-MB 231 hicreleri B2-AR agonisti
terbutalin (Trb, 1 uM) ile farkl stirelerde uyarildi (2 dk, 5 dk, 10 dk, 20 dk, 30 dk, 2 S,
6S,24S,48S,725S, 96 S). Fosforillenmis ERK1/2 bantlarinin yogunlugu total ERK ile
oranlanarak saptanmistir ve grafikte kontrolliin ylzdesi olarak sunulmustur. (*)

Kontrole gore istatiksel olarak anlamli farki géstermektedir (P<0.05), (n=4).
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4.17. Hiicre Proliferasyonu ve 2-AR Uyarisinin Siirekliligi

Daha onceki ¢alismalarda MDA-MB231 hiicrelerinin B,-AR agonistleri ile uzun sireli
uyarilmasi sonucu desensitizasyon gelistigi ve hiicre zarinda B2-AR sayisinin azaldigi
bildirilmistir (Slotkin ve ark., 2000). Bizim g¢alismamizin sonuglarina bakildiginda
Bo-AR agonistler aracii gézlemlenen pERK1/2 defosforilasyonunun 24. saatte
ortadan kalktigini gostermistir. Bu sonug literatir bilgisi ile uyumlu olarak uzun
streli B2-AR uyarisi ile gozlemlenen ERK1/2 inhibisyon yanitina desensitizasyon
gelistigini gostermektedir. B2-AR uyarinin ERK Uzerindeki etkisi 24. saatte ortadan
kalkmasina ragmen, anti proliferatif etki 72. ve 96. saatlerde goriilmektedir. Bu
bulgular dogrultusunda B2-AR aracili antiproliferatif etkinin gozlemlenebilmesi icin
24 saatlik B2-AR aracili ERK1/2 inhibisyonunun yeterli olup olmadigi ve 6zellikle 24
saati agsan uzun sureli B2-AR uyarinin gerekli olup olmadigi arastirildi. Bu amagla iki
farkl deney protokoli uygulandi ve hiicre proliferasyonu saptandi. MDA-MB231
hicreleri terbutalin ile 24 saat inkiibe edildikten sonra besiyeri degistirildi ve
terbutalin ortamdan uzaklastirildi. Her 24 saatte bir hiicrelerin besiyeri terbutalin
icermeyen besiyeri ile degistirildi ve hiicre proliferasyonu 96 saat boyunca izlendi.
Sonuglara gore, 96 saatin sonunda ilk 24 saat terbutalin ile uyarilan hiicrelerde
proliferasyonun kontrolden farkli olmadigini ve proliferasyondaki inhibisyonun

meydana gelmedigini gozlemledik (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. >-AR agonisti terbutalin ile 24 saat’lik uyaridan sonra 96. saatte ve 96
saat’lik uyaridan sonra WST-1 yéntemi ile saptanan MDA-MB231 kanser hiicre
proliferasyonlari. MDA-MB 231 hiicreleri B2-AR agonisti terbutalin (Trb, 1 uM) ile 24
saat ve 96 saat uyarildi. 96. saatin sonunda hicre proliferasyonlari saptandi.
Proliferasyon verileri grafikte kontrol yizdesi olarak sunulmustur. (*) Kontrole goére

istatiksel olarak anlamli farki gostermektedir (P<0.05), (n=4).

4.18. PKA’nin Hiicre Proliferasyonuna Etkisi

B2-AR uyarinin antiproliferatif etkisinin PKA araciligi ile olup olmadigini saptamak
icin MDA-MB231 hiicreleri PKA inhibitori (H89) varliginda, terbutalin 1 uM ile 72 ve
96 saat uyarildi, ardindan WST-1 yontemi ile hicre proliferasyonu saptandi.
Deneylerimizin bulgularina gore terbutalin ile uyarilan hicrelerin proliferasyon
inhibisyonu H89 varliginda devam etmektedir ve PKA etkisinden bagimsiz

gorinmektedir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. PKA inhibitérii varliginda f>-AR agonisti terbutalin ile 72 ve 96 saat’lik
uyaridan sonra WST-1 yéntemi ile saptanan MDA-MB231 kanser hiicre
proliferasyonlari. MDA-MB 231 hiicreleri PKA inhibitori (H89, 10 uM) ile tek basina
ya da B2-AR agonisti terbutalin (Trb, 1 uM) ile birlikte 72 saat ve 96 saat inkibe
edildi ardindan hiicre proliferasyonlari saptandi. Proliferasyon verileri grafikte
kontrollin ylizdesi olarak sunulmustur. (*) Kontrole gore istatiksel olarak anlamh

farki gostermektedir (P<0.05), (n=6).
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5. TARTISMA

Literatirde bircok c¢alismada P2-AR uyarisi ile ERK1/2 aktivitesinin arttigi
gosterilmistir. Kortikal néronlarda ve melanositlerde cAMP’nin artisina bagh Ras
aktive olmakta ve ERK1/2 fosforilasyonunu arttirmaktadir (Ambrosini ve ark., 2000;
Busca ve ark., 2000). Bu tez ¢alismasinda AR’leri uyaran gesitli ligandlarla MDA-
MB231 hicrelerinde pERK1/2 inhibisyonu meydana geldigi gozlemlendi. Ligandlar
arasinda izoproterenol ve epinefrin gibi nonspesifik B1 ve B2-AR agonistlerinin
yaninda, terbutalin, clenbuterol ve formoterol gibi spesifik B2-AR agonistleri yer
almaktadir. Spesifik agonistlerle uyarmadan 6nce MDA-MB231 hicreleri B2-AR
antagonisti 1C1118,551 ile inkiibe edildi ve pERK1/2 inhibisyonunun meydana
gelmedigini gozlemlendi. Elde edilen bu bulgular gostermektedir ki B2-AR’Un
uyarilmasi pERK1/2 inhibisyonuna neden olmaktadir.

Ayrica AR’den bagimsiz olarak, hiicre iginde cAMP aktivitesini arttiran forskolin ile
pERK1/2 diizeyinde inhibisyon saptandi. Elde edilen bu bulgular literatiirde MDA-
MB231 hiicre serisi ile yapilan benzer c¢alismalarin sonuglari ile paralellik
gostermektedir (Slotkin ve ark., 2000; Carie ve Sebti., 2007; Pinero ve ark., 2012).
B2-AR’ler hem Gsq hem Gijq protein ile kenetlenebilir ve farkli sinyal yolaklarinin
aktive olmasina neden olabilirler. MDA-MB231 hiicreleri Giq inhibitorii pertusis
toksini ile inkiibe edildikten sonra spesifik agonistlerle uyarildi ve daha Once
agonislerin varliginda gézlemlenen pERK1/2 inhibisyonun pertusis toksini varliginda
da devam ettigi gozlemlendi. Bu bulgular 1siginda terbutalin ve clenbuterol gibi
spesifik B2-AR agonistlerinin Gso aracihig@r ile ERK1/2 aktivitesini duzenledigini
dislinmekteyiz.

PKA, B2-AR sinyal yolaginda aktive olan 6nemli bir kinazdir. Hiicre ici cAMP’nin artisi
onemli bir efektor protein olan PKA’y1 aktive etmektedir. Polikistik bobrek hastaligi
olan hastalardan alinan epitelyal hicrelerde cAMP artisi ERK1/2 aktivasyonuna
neden olmus ve PKA inhibitori (H89) bu ERK1/2 aktivitesini inhibe etmistir

(Yamaguchi ve ark., 2003). Yenidogan sican kardiyomiyositlerinde nonselektif B-AR
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agonisti izoproterenol Raf-1/PKA aktivitesini artirarak ERK1/2 aktivasyonuna neden
olmustur (Yamazaki ve ark., 1997). Bunun tersine, izoproterenol ile uyarilan sigan
adiposit hiicrelerinde cAMP artisi, insiiline baglh ERK1/2 aktivitesini inhibe ederken
tek basina kullanildiginda (insllin olmadiginda) inhibisyona neden olmamistir
(Sevetson ve ark., 1993). PKA ile ERK1/2 aktivasyonu ile ilgili literatlirde celiskili
sonuclar bildirilmistir. Bazi arastirmacilar PKA aracili RAS aktivitesinin arttigini ve
dolayisi ile ERK1/2 aktivitesinde artis meydana geldigini savunurken (Ambrosini ve
ark., 2000; Busca ve ark., 2000) bazi arastirmacilar da PKA‘nin c-Raf’1 inhibe ettigini
ve boylece ERK1/2 aktivitesinin inhibisyonuna neden oldugunu savunmustur
(Schmitt ve Stork, 2001; Schmitt ve Stork, 2002). Hewer ve ark. (2011)
calismalarinda, damar diiz kas hiicresinde cAMP’nin efektorleri olan PKA ve Epac
arasinda bir sinerjizma oldugunu ve bunun ERK1/2 inhibisyonuna neden oldugunu
bildirmislerdir. Carie ve Sebti (2007) MDA-MB231 hiicresi ile yapilan ¢alismalarinda
B2-AR uyari ile aktive olan cAMP/Epac yolaginin, pERK1/2 inhibisyonuna etkisinin
olmadigini bildirmistir. B2-AR uyarisi ile Gso/cAMP/PKA yolagi aktive olmaktadir.
Gozlemledigimiz pERK1/2 inhibisyonunun cAMP araciligi ile oldugu yoniinde
bulgular vardir. Forskolin uyarisi ile inhibisyonun meydana gelmesi bu yaklasimi
desteklemektedir. Carie ve Sebti (2007) MDA-MB231 hiicreler ile galismalarinda,
B2-AR uyarisinin cAMP/PKA aracili ERK1/2 inhibisyonu yaptigini géstermistir. Bizim
bulgularimiza gére PKA inhibitorii H89, B,-AR uyariimasi ile meydana gelen ERK1/2
inhibisyonunu kismen engellemektedir. Sonuglara gére B2-AR uyarisi cAMP/PKA
aracili ERK1/2 aktivitesi Gzerinde dizenleyici bir kontrol saglamakta ve MDA-MB231
hicrelerinde bu yolagin disinda baska mekanizmalar ERK1/2 fosforilasyonunun
diizenlenmesinde rol almaktadir.

ERK1/2 aktivitesinin diuzenlenmesinde kinazlar yaninda cesitli fosfatazlar da yer
almaktadir. Fosfataz ailesi ¢cok genis olmasina ragmen bazi fosfatazlar ERK1/2’e olan
ylksek affiniteleri nedeniyle 6n plana ¢ikmaktadirlar. Bu fosfatazlar arasinda treonin
fosfataz ailesi tiyeleri DUSP1 ile DUSP6 ve fosfo protein fosfataz ailesi tyeleri PP1 ile
PP2A vyer almaktadir. MDA-MB231 hiicrelerinde bu fosfatazlarin rolii cok iyi

bilinmemektedir.
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Calismamizda terbutalin ile uyarilan MDA-MB231 hiicrelerde kisa slirede (5. dakika
itibaren) total DUSP1 protein seviyesinde artis ve pDUSP1 (ser359) inhibisyon
gozlemlendi. DUSP1 ¢ok hizli indlklenebilen bir proteindir. Terbutalin uyarisi ile
gozlemlenen tDUSP1 seviyesinde artis, bu enzimin de novo transkripsiyon diizeyinde
sentezinin artisl ya da stabilitesindeki artisa bagli olarak yikimindaki azalis ile iliskili
olabilir. DUSP1 proteini hizli sentezlenir ve yaklasik 40 dakika ile 1 saat arasinda
yarilanma omri vardir (Charles ve ark., 1992). Burgun ve ark. (2000) PC12 hiicre
serisinde yaptiklari ¢alsmalarinda MKP-1 geninin cAMP tarafindan MAPK
aktivitesinden bagimsiz olarak induklendigini ve DUSP1 protein ekspresyonunun
arttigini bildirmislerdir. DUSP1 transkripsiyonu hizli baslamakta ve dakikalar iginde
(10-20 dk) en Ust seviyeye ulasmakta ve 1 saat sonra diizeyinde azalma meydana
gelmektedir (Lau ve Nathans, 1987). Calismamizda 30. dakikada DUSP1 mRNA
ekspresyonunun arttigini gézlemledik. Bu artis 1 saate kadar devam etmekte fakat
24. saatte ortadan kaybolmaktadir. Bu bulgular DUSP1 proteinin trankripsiyon
dizeyinde arttigini gostermektedir. Fakat DUSP1‘in seviyesindeki artis 5. dakikadan
itibaren ve mMRNA’nin indiksyonundan o6nce olmasi DUSP1 proteinin post-
translasyon dizeyinde regiile olma ihtimalini distindirmektedir. Bircok calismada,
cesitli uyaranlar varliginda DUSP1 protein seviyelerinin arttigi gosterilmistir (Schliess
ve ark., 2000; Wu ve ark., 2005b; Fiirst ve ark., 2005) . Bu artisin nedeni de novo
sentez mi yoksa protein stabilitesinin artmasi mi oldugu netlik kazanmamustir.
Yaglom ve ark. (2003) insan akciger fibroblast hiicrelerinde yaptiklari calismalarinda
HSP72 ile uyari sonucu DUSP1 protein denatiirasyonunun azaldigini ve aktivitesinin
korundugunu gostermistir. Benzer sekilde Kassel ve ark. (2001) glukokortikoidlerin
DUSP1 mRNA’'In indliksiyonuna ve bu proteinin proteozom tarafindan
degradasyonunun azalmasina neden oldugunu gostermislerdir. Hiuicrelerin
uyarilmasi ile DUSP1’in dogrudan hedef olarak alinip alinmadigi veya dolayli olarak
cesitli efektorlerin etkilesmesi sonucu DUSP1 seviyelerindeki degisikliklerin bir
adaptasyon mekanizmasi olup olmadigi aydinlatilmamistir.  DUSP1 protein
dizeyindeki artis, mRNA’sinin ekspresyonunun artmasi ya da yikimi azaltacak

protein stabilitesinin artisi ile olabilir. Bu husus net degildir. DUSP1’in en 6nemli
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fonksiyonu, ERK1/2’yi defosforile ederek onun aktivitesini inhibe etmesidir (Camps
ve ark., 2000). Calismamizda saptadigimiz DUSP1 seviyesindeki artis ERK1/2
defosforilasyonuna neden olmaktadir. Bugin bilinmektedir ki DUSP1, ERK1/2
defosforilasyonuna neden olmakla birlikte ayni zamanda ERK1/2 igin bir substrat
olup ERK1/2 tarafindan fosforillenmektedir (Brondello ve ark., 1999). DUSP1 enzimi
serin 359 ve serin 364 bolgelerinden fosforillendigi zaman daha stabil ve aktif hale
gelmektedir (Brondella ve ark., 1999; Wu ve ark., 2005). Bizim ¢alismamizda MDA-
MB231 hucreler terbutalin ile uyarildiktan sonra DUSP1 defosforilasyonu ile ERK1/2
defosforilasyonu arasinda benzer bir korelasyon goriulmektedir. ERK1/2
aktivitesinde inhibisyon, DUSP1 fosforilasyonunun inhibisyonuna neden olmaktadir.
Aslinda bu beklenen bir sonugtur. ERK1/2 fosforilasyonunda azalma ERK1/2 bagimli
DUSP1 enziminin fosforilasyonunda azalmaya neden olmaktadir. Fosforile DUSP1
proteinin katalitik aktivitesinde herhangi bir degisiklik olmadigi fakat stabilitesinin
arttigl bildirilmistir. Bizim c¢alismamizda fosforile ERK1/2 inhibisyonuna bagh
fosforile DUSP1’in azalmasi bir feedback mekanizmayi gostermektedir ve ERK1/2 ile
DUSP1’in birbirinin aktivitesinin reglilasyonunda rol aldiklari gortlmektedir.
Deneylerimizde gozlemledigimiz bir diger bulgu DUSP6 protein ekspresyon
dizeyinde degisikligin meydana gelmemesidir. Ayni sonu¢ DUSP6 mRNA
diizeylerinde tespit edilmistir. Bazi arastirmacilar PC12 hiicre serisi ile yaptiklar
¢alismalarinda NGF ve bFGF ile uyari sonucu mRNA ve DUSP6 protein seviyesinde
artis goézlemlemislerdir. Ayrica ERK1/2 aktivitesi ile DUSP6 ekspresyonunun yakin
iliskisi oldugu gosterilmistir. Buna ragmen arastirmacilar ayni hicre serisi ile
deneylerinde EGF, |IGF-Il, dibutyryl cyclic AMP ile uyari sonucu DUSP6
ekspresyonunun degismedigini gostermisler ve DUSP6 ekspresyon dizeylerinin
hiicreye ve uygulanan stimulusa spesifik bir yanit olabilecegi sonucuna ulasmislardir
(Camps ve ark., 1998b). Literatirde DUSP6’nin ERK1/2 defosforilasyonunda rolu
oldugu bilinmektedir (Groom ve ark., 1996; Muda ve ark., 1996). DUSP6 proteinin,
NH,-terminali “noncatalytic” bolgesinin pERK1/2’e sikica baglandigi bildirilmistir
(Muda ve ark., 1998). pERK1/2’e baglanan DUSP6 proteinin COOH- terminali

katalitik bolgesinin aktivitesi yaklasik 35 kat artmaktadir (Camps ve ark., 1998a).
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Deneylerimizde DUSP6 proteinin ekspresyon ve mRNA dizeyinde degisiklik
gormememize ragmen bu proteinin katalitik aktivite dizeyinde bir degisikligin
olmasi ihtimaller cercevesinde degerlendirilmelidir.

DUSP1 ve DUSP6 fosfatazlarin etkisini arastirmak amaci ile ¢calismamizda DUSP1/6
inhibitord olan BCI kullanildi. Molina ve ark. (2009) DUSP1 ve DUSP6 inhibitori olan
BCl molekilini sentezleyerek bu maddenin ICso degerlerinin, DUSP6 icin 12.3 + 4.0
MM, DUSP1 igin ise 11.5 + 2.8 uM oldugunu gostermislerdir. Calismamizda BCI
(10uM) varhiginda terbutalin ile olusan ERK1/2 defosforilasyonunda inhibisyon
meydana geldi. Bu bulgular hem DUSP1 hem DUSP6 fosfatazin ERK1/2 aktivitesinin
diizenlenmesinde rolii olabilecegini diisindirmektedir. Her iki fosfatazin ayri ayri
rolini belirlemek i¢in bu enzimlerin aktivitesinin dogrudan olclilecegi ayrintili
calismalara gereksinim vardir. B2-AR uyari ile meydana gelen tDUSP1 seviye artisinin
PKA ile iliskili olup olmadigi gérmek icin MDA-MB231 hiicreleri PKA inhibitéri H89
ile uyarildi. inhibitér varliginda tDUSP1 seviyelerinde kismen inhibisyon meydana
geldi. Bu sonu¢ PKA’nin, DUSP1 enzimin regilasyonunda rol oynadigini
dislindirmektedir.

Daha oOnce de belirtigimiz gibi ERK1/2 aktivitesini dizenleyen bir diger fosfataz
grubu PP1 ve PP2A enzimlerin Uyesi oldugu fosfo protein fosfatazlardir.
Gahsmamizda B2-AR uyarisi ile PP1 ve PP2A aktivitesinin nasil degistigini ve bu
proteinlerin ERK1/2’e etkilerini arastirdik. Terbutalin ile uyardigimiz MDA-MB231
hiicrelerde western blot yontemi ile PP1 proteinin ve PP2A proteinin total ve
fosforillenmis seviyelerini tespit ettik. Deneylerimizin sonucuna gére PP1 ve PP2A
proteinlerin total seviyesinde degisiklik meydana gelmemistir. Ayrica pPP2A protein
seviyesinde de kontrol grubuna gore anlamli bir degisiklik saptanmadi. Fakat
terbutalin uyarisi ile pPP1 protein seviyelerinde inhibisyon gozlemledik. Saptamis
oldugumuz pPP1 treonin 320 amino asidi fosforillenmistir. Bu amino asidin
fosforillenmesi PP1 enziminin katalitik aktivitesinin azalmasina neden olmaktadir.
Sonuc olarak B2-AR uyarisi ile PP1 enzimin katalitik aktivitesi artmistir. Calismamizin
sonuclarina gore P2-AR uyarisi PP1 enzim aktivitesini arttirmakta fakat PP2A enzim

aktivitesinde herhangi bir degisiklige neden olmamaktadir. Calyculin A, PP1 enzimi
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iCso degeri 2 nM ve PP2A enzimi ICso degeri 0.5 -1.0 nM ile inhibe etmektedir.
Cahsmalarimiz Calyculin A varhginda PP1 enziminin aktivitesinde azalma meydana
geldigini, ERK1/2 defosforilasyonun ise ortadan kalktigini géstermektedir. MDA-
MB231 hiicre serisinde PP1 enzimi, ERK1/2 aktivitesinin regilasyonunda rol
almaktadir. Literatlirde PP1 enziminin aktivitesinin PKA tarafindan regilasyonu ile
cesitli bildirimler vardir (Wu ve ark. 2009; Liu ve ark., 2004). Bizim galismamizda
edindigimiz sonuglar PKA inhibitdéri H89'un terbutalinin arttirdigi PP1 aktivitesini
geri cevirdigini gostermistir. Bu sonug¢ [B2-AR uyarisi ile artan PP1 aktivitesinde
PKA’nin roliiniin oldugunu gostermektedir. PP1 ve PP2A enzimlerinin aktivitesi
cesitli regilator proteinlerle etkileserek diizenlenmektedir. Reglilator proteinler
farkl uyarilar tarafindan fosforillenerek ya da defosforillenerek séz konusu
fosfatazlarla etkilesmekte, enzim aktivitesinin etkilemekte ve aktivatér ya da
inhibitdr rol oynayabilmektedirler. MDA-MB231 hiicrelerinde B2-AR ve PKA uyarisi
ile hangi regllatér proteinlerin PP1 proteinin aktivitesinde rol oynadigi ileriye
yonelik arastirmalar ile aydinlatilmalidir.

GPCR’lerin  sinyali bircok mekanizma tarafindan dizenlenebilmektedir. Bu
mekanizmalar reseptér sayisinin ya da aktivitesinin degismesine neden olmaktadir.
Tekrarlanmis veya uzun sireli uyarilar reseptér sayisinda ve aktivitesinde azalma ile
sonuclanmakta ve agonist bagimli reseptor desensitizasyonu  olarak
tanimlanmaktadir (Lohse ve ark., 1996). Spesifik B2-AR agonisti terbutalin ile
gozlemledigimiz pERK1/2 inhibisyonu ¢ok hizli baslamakta 5. dakikadan itibaren
gozlemlenmekte ve yanit 24. saatte ortadan kalkmaktadir. pERK1/2 inhibisyonun
ortadan kalkmasi muhtemelen desensitizasyon mekanizmasina baglidir. Bugiin
literatlirde  B-AR’lerin  aktivitesini  diizenleyen = mekanizmalar  arasinda
desensitizasyon ve reseptér downregilasyon mekanizmasi dnemli rol almaktadir
(Liggett ve Lefkowitz, 1993). Uzun slireli agonist uyari ile karsi karsiya kalan B-AR’ler
G protein ile kenetli reseptor kinaz (GRK) diye adlandirilan spesifik kinazlar
tarafindan fosforile edilir. Ardindan arrestinler reseptore baglanir ve reseptérin G
proteinden ayrilmasina ve aktivasyonun sonlanmasina neden olur. Sonug¢ olarak

ligand reseptore baglansa da reseptor hiicre icine sinyal gonderememektedir (Lohse
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ve ark., 1996). Ayni mekanizma reseptoriin endositozu indikleyerek sayica
azalmasina neden olmaktadir. Slotkin ve ark. (2000), MDA-MB231 hicrelerinde
uzun slreli izoproterenol uyarisi sonucu [B-AR’de desensitizasyon ve
downregiilasyonun gelistigini gostermislerdir. Dolayisiyla bizim sonuglarimiz
literatir bilgisine paralel olarak B2-AR aracili ERK1/2 inhibisyonununun 24 saatten
sonra kalktigini gostermektedir.

Cahsmamizda gozlemledigimiz bir diger bulgu ise MDA-MB231 hicrelerinin B2-AR
agonistleri ile (terbutalin, clenbuterol ve formoterol) 72 ve 96 saat inkibasyonu
sonucunda hicre proliferasyonunda inhibisyon ve hicrelerin ikiye boélinme
suresinde uzama meydana gelmektedir. Slotkin ve ark. (2000), MDA-MB231
hiicrelerini 72 saat izoproterenol ile uyardiklarinda proliferasyonun inhibe oldugunu
gozlemlemislerdir. Bu sonug bizim bulgularimizla benzerdir. Ayrica Pinero ve ark.
(2012) nonspesifik B-AR agonisti izoproterenol ve spesifik B2-AR agonisti
salbutamol’un in vivo farelerde timor kitlesinin kicllmesine neden oldugunu
gostermistir. Bu calismalarin sonuclari dogrultusunda B2-AR agonistleri aracili
gozlemlenen antiproliferatif ve antitimoral etkinligin, B2-AR aracili ERK1/2
inhibisyonu ile baglantili oldugu ileri strilmustir. MEK1 inhibitori ve dolayl olarak
ERK1/2 inhibitori PD98059 ile 72 saat inkiibe edilen MDA-MB231 hiicrelerde
proliferasyon inhibisyonu meydana gelmistir (Seddighzadeh ve ark., 1999). B,-AR
agonistleri ile 72 saat inklbasyon ile gozlemlenmeye baslanan hiicre
proliferasyonundaki inhibisyonun ilk bakista cAMP/ERK aracili olabilecegi
disandlebilir. Schmit ve ark. (2001), Hek293 ve NIH 3T3 hiicre serisi ile yaptiklari
galismalarinin  sonunda, hiicre ici cAMP artisinin  MAPK yolagini ve hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigini ileri sirmuslerdir. Arastirmacilar calismalarindada
forskolin ile cAMP’nin artisini saglamis ve 96 saatlik hiicre proliferasyonunda
saptadiklari inhibisyonun, azalan RAS/ERK1/2 aktivitesine bagh oldugunu ileri
sirmuslerdir.

Bizim bulgularimiz literatlir sonuclarina parallelik gostermektedir fakat sonuca
gotliren mekanizma agisindan bizim ¢alisma sonuglarimiz farkhliklar sergilemektedir.

Bulgularimiza gore ERK1/2 aktivitesinin inhibisyonu 24. saatte ortadan kalkmaktadir.
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Oysa B2-AR uyarisi ile proliferasyonun inhibisyonu 72 saatte meydana gelmektedir.
Bu durumda aklimiza gelen soru, ilk 24 saatte terbutalin uyarisi ile gérdigimiiz
PERK1/2 inhibisyonunun, 72 saatten sonra gozlemlenen hicre proliferasyonunun
inhibisyonu igin yeterli olup olmadigidir. Bu konuyu aydinlatmak icin MDA-MB231
hicreleri ilk 24 saat B2-AR agonisti terbutalin ile inkiibe edildi, sonra ortamdan
terbutalin cekildi ve normal biliyiime besiyeri ile degistirildi ve 72 saat sonra hiicre
proliferasyonu 6l¢lldi. Deneyimizin sonucuna gore sadece ilk 24 saat boyunca B»-
AR agonisti terbutalin ile uyarilan hiicrelerde 96. saatte proliferasyonda inhibisyon
gorilmedi. Bu bulgular dogrultusunda MDA-MB231 hiicrelerinde proliferasyonun
inhibisyonu igin B2-AR agonistlerin uzun sireli varhginin ve etkisinin gerekli oldugu
gorilmektedir.

Bazi literattr bulgulari cAMP/PKA aracili hiicre proliferasyonunun inhibisyonunu
gostermistir. DUz kas hicrelerinde cAMP/PKA sinyali hiicre proliferasyonunu inhibe
etmistir (Indolfi ve ark., 1997). K562 kanser hiicre serisinde tehranolide PKA
aktivitesini artirarak hicre proliferasyonunu inhibe etmistir. Bizim ¢alismalarimiz
PKA inhibitori (H89) varliginda terbutalinin antiproliferatif etkisinin 72 ve 96 saatte
devam ettigini ve engellenmedigini gdstermistir. Bu bulgular B,-AR agonisti ile
uyarilan MDA-MB231 kanser hiicrelerin proliferasyonunun inhibisyonu icin PKA'nin
aktivitesinin rolinin olmadigini disiindiirmektedir. PKA aktivitesi ile ilgili literatlr
bilgileri farkhlik gostermektedir. Fizyolojik ya da patolojik durumlarda aktif PKA'nin
hiicre icinde lokalizasyonu farklilik gosterebilir, bu da PKA’nin farkli fizyolojik etkiler
meydana getirmesine neden olabilmektedir (Rich ve ark., 2001). Steinberg ve
Brunton (2001), ¢alismalarinda ayni hiicrede gesitli agonistlerin farkli cAMP ve PKA
aktivitesine ve dolayisi ile farkh fizyolojik etkilere neden oldugunu gostermistir. Bu
farkliliklarin nedeni muhtemelen hiicrede degisik bolgelere dagilmis PKA Anchoring
Proteinler (AKAP)'den kaynaklanabilir. Bu proteinler PKA’yi baglayarak onun hedef
molekiliine yakin olmasini saglamakta, boylece genis bir substrat yelpazesi
olmasina karsin aktif PKA sadece hedef molekilin fosforilasyonuna neden

olmaktadir (Beene ve ark., 2007).
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Ozet olarak calismalarimizin sonuglari, B-AR uyarisi ile ERK1/2 aktivitesinin inhibe

oldugunu, bu inhibisyonda DUSP1/DUSP6 ve PP1 fosfatazlarin roli oldugunu

gostermektedir. Ayrica B2-AR uyari ile artan PKA aktivitesinin, gézlemlenen pERK1/2

inhibisyonunda, artan tDUSP1 seviyesinde ve artan PP1 aktivitesinde 6nemli oldugu

gorulmektedir. Diger taraftan PKA, B2-AR aracili ERK1/2 inhibisyonunda rol almasina

ragmen P2-AR aracii MDA-MB231 hiicrelerinin proliferasyonunun inhibisyonunu

etkilememektedir.

B2-AR aracih

yolaklarinin arastirilmasi gerektigi sonucuna ulasiimistir.
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antiproliferatif etkinlikte PKA disinda sinyal

Sekil 5.1. pS>-AR uyarni ile ERK1/2 defosforilasyon mekanizmasinin sematik

gosterilmesi.
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6. SONUCLAR

MDA-MB231 hiicre serisinde B2-AR uyariimasi ERK1/2 defosforilasyonu ile
sonuglanmaktadir.

MDA-MB231 hiicre serisinde B,-AR ligandlar aracili ERK1/2 defosforilasyonu
Gi/oa aracili degildir.

MDA-MB231 hiicre serisinde gézlemlenen ERK1/2 defosforilasyonu kismen
cAMP/PKA tarafindan regtile edilmektedir.

DUSP1 enzimi, B2-AR uyarisi ile meydana gelen ERK1/2 defosforilasyonunda
rol oynamaktadir.

MDA-MB231 hiicre serisinde PP1 enzimi, ERK1/2 aktivitesinin
dizenlenmesinde rol oynamaktadir, fakat PP2A enziminin ERK1/2 aktivite-
sinin regulasyonunda rolii yoktur.

B2-AR aracili gbzlemlenen DUSP1 protein seviyesi ve PP1 enzim aktivitesinin
dizenlenmesinde PKA’nin roll vardir.

B.-AR aracili ERK1/2 defosforilasyonu 24 saatte ortadan kalkmaktadir.
MDA-MB231 kanser hiicrelerinde B2-AR uyari proliferasyonun inhibisyonuna
neden olmaktadir fakat bu etki icin 72, 96 saat gibi uzun sireli uyari
gerekmektedir.

PKA aktivitesi, B2-AR aracili hilicre proliferasyonunun inhibisyonunu

etkilememektedir.
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OZET

Beta-Adrenerjik Reseptor Ligandlarinin  Meme  Kanseri  Hiicrelerinin

Regiilasyonuna Etkisi

MDA-MB231 kanser hiicresinde B,-AR (beta 2 adrenerjik reseptér) uyarisi bazal
fosforile ERK1/2’i (extracellular signal regulated kinases 1/2) ve hicre
proliferasyonunu inhibe etmektedir. Bu c¢alismada [2-AR araci, ERK1/2
defosforilasyonunun mekanizmasinin aydinlatiimasi ve bu yanitin B,-AR aracili
antiproliferatif etkideki roltintin arastiriimasi amaglandi. Bu amagla 6ncelikle ERK1/2
fosforilasyonun regilasyonunda roll oldugu bilinen PKA (protein kinaz A), DUSP1/6
(dual specificity fosfataz 1 ve 6), ve PP1/PP2A (serine/threonine fosfataz 1 ve 2) rolii
arastirildi. Bunun igin DUSP1/6 inhibitoru, (E)-2—benzylidene—3-(cyclohexylamino)—
2,3-dihydro-1H-inden-1-one (BCI), PP1/PP2A inhibitori Calyculin A ve PKA inhibitori
H89’un B2-AR uyarisi ile gozlemlenen, pERK1/2 defosforilasyonuna etkisi, DUSP1,
DUSP6, pDUSP1, PP1, PP2A, pPP1 ve pPP2A protein diizeyleri saptandi. Total DUSP1
mRNA dizeyi 6l¢ild.

Calisilan tim proteinlerin goreceli mikterlari Western blot analizi ile 6l¢lildi. Hiicre
proliferasyon deneyi WST-1 kiti ve iCellegence sistemi kullanilarak gerceklestirildi.
mRNA diizeyi ise Real Time PCR ile saptandi.

B2-AR uyarisi ile bazal pERK1/2, pDUSP1 (ser359) ve pPP1 (PP1’in inhibitor formu,
treonin 320 fosforilasyonu) diizeyinde azalma, tDUSP1 diizeyinde ise artis meydana
geldi, ayrica MDA-MB231 hiicre proliferasyonunda inhibisyon gézlemlendi. BCl ve
Calyculin A, B2-AR uyarisi ile gézlemlenen pERK1/2 defosforilasyonunu tamamen
inhibe ederken H89 ise kismi fakat énemli diizeyde bir inhibisyona neden oldu.
Terbutalin ile stimilasyon, total DUSP1 ekspresyonunu ve PP1 aktivitesini arttirdi.
PKA inhibitort (H89) varliginda, B2-AR uyarisi ile artan tDUSP1 seviyelerinde kismen
inhibisyon meydana geldi, azalmis pPP1 seviyelerinde ise inhibisyonun ortadan
kalktigi gézlemlendi. Ayrica bu bulgulara ek olarak, B2-AR uyarisi ile olusan ERK1/2
inhibisyonu ile hiicre proliferasyonun inhibisyonu arasindaki baglantiyi arastirmaya

yonelik calismalar gerceklestirildi. Bu c¢alismalarda B2-AR agonistlerin ERK1/2
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aktivitesini inhibe edici etkisinin 24 saatlik uyari sonunda ortadan kalkmasina
ragmen, MDA-MB231 hiicre proliferasyonunun inhibisyonu igin agonistlerle 72 ve
96 saatlik B2-AR uyarisinin gerektigi gozlemlenmistir. PKA inhibitori H89 B2-AR
aracili ERK1/2 inhibisyonunu engellemesine ragmen hiicre proliferasyonunu ve Ba-
AR uyarisi ile gozlemlenen antiproliferatif etkiyi degistirmedi.

Bu sonuglar DUSP1/6 ve PP1 enzimlerinin, B2-AR uyarisi ile olusan ERK1/2
defosforilasyonunda roll olabilecegini gostermektedir. PKA’'nin, B2-AR uyarisi ile
azalan ERK1/2 aktivitesinde, artan PP1 aktivitesinde ve artan tDUSP1 seviyelerinde
roli oldugu gorilmektedir. Bir diger taraftan PKA inhibisyonunun, B;-AR aracili
ERK1/2 inhibisyonunu engellemesine ragmen B,-AR aracili antiproliferatif etki
Uzerinde rolt yoktur. Ayrica B,-AR aracili ERK1/2 aktivitesindeki inhibisyonun hizla
ortadan kalkmasina ragmen MDA-MB231 hiicre proliferasyonunun inhibisyonu igin
uzun sdreli B2-AR uyarisi gerekmektedir. Bu sonuglar B2-AR aracili antiproliferatif
etkinin ERK1/2 inhibisyonu ile agiklanamayacagini ve ek calismalar ile bu yolagin

aydinlatiimasi gerektigini diisindtirmektedir.

Anahtar Kelimeler: MDA-MB231, Beta-2 Adrenerjik Reseptér, ERK1/2,

Proliferasyon, Protein Fosfataz.
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SUMMARY

The Effect of Beta-Adrenergic Ligands on Breast Cancer Cell Regulation

Activation of B2-AR (beta,-Adrenoceptor) can reduce basal pERK1/2
(phosphorylated extracellular signal regulated kinases ) level and inhibit
proliferation of MDA-MB231 breast cancer cells. In the present study we aimed to
understand the mechanism of B,-AR mediated ERK1/2 de-phosphorylation. Firstly
we examined the role of PKA (protein kinase A), DUSP1/6 (dual specificity
phosphatase 1 and 6), and PP1/PP2A (serine/threonine phosphatase 1 and 2),
which are known to be regulators of ERK1/2 phosphorylation. We investigated the
effect of DUSP1/6 inhibitor, (E)-2-benzylidene-3-(cyclohexylamino)-2,3-dihydro-1H-
inden-1-one (BCl), PP1/ PP2A inhibitor Calyculin A and PKA inhibitor (H89) on B,-AR
mediated de-phosphorylation of pERK1/2 and determined the expression of DUSP1,
DUSP6, pDUSP1, PP1, PP2A, pPP1 and pPP2A proteins. We also determined total
DUSP1 mRNA levels.

Relative levels of proteins were measured by Western blotting. Cell proliferation
was assessed by WST-1 kit and iCellegence system. mRNA levels were determined
by Real Time PCR.

B2-AR stimulation by agonists lead to de-phosphorylation of basal pERK1/2, pDUSP1
(ser359) and pPP1 (Threonine 320, inhibitor form of PP1), increased total DUSP1
levels and also inhibited MDA-MB231 cell proliferation. BCl and Calyculin A
completely, H89 partially antagonized the B.-AR mediated de-phosphorylation of
ERK1/2. Terbutaline stimulation increased the expression of total DUSP1 protein
and enhanced the active form of PP1. PKA inhibitor (H89) partially antagonized .-
AR mediated tDUSP1 increase and inhibited B.-AR mediated de-phosphorylation of
pPP1. We also performed experiments in order to explore the relationship between
B2-AR mediated ERK1/2 de-phosphorylation and inhibition of the cell proliferation.
In the present study although PB2-AR mediated ERK1/2 de-phosphorylation
diminished after 24 hours, we observed that at least 72 or 96 hour of B;-AR

stimulation is required in order to get access to inhibition of MDA-MB231 cell
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proliferation. PKA inhibitor H89 did not inhibit cell proliferation and did not change
the antiproliferative effect of B2-AR stimulation.

These results showed that B,-AR mediated de-phosphorylation of ERK1/2 is related
to the activity of DUSP1/6 and PP1. Although PKA takes part in the regulation of ;-
AR mediated ERK1/2 dephosphorylation and increased PP1 activity and total DUSP1
protein expression, it has no effect on B,-AR mediated cell proliferation inhibition.
Our data showed that despite the fast desensitation of ERK1/2 response, long time
B2-AR stimulation is required in order to inhibit MDA-MB231 cell proliferation.
B2-AR mediated pERK1/2 de-phosphorylation cannot explain inhibition of MDA-

MB231 cell proliferation so further studies are required to clarify it.

Keywords: MDA-MB231, Beta-2 Adrenergic Receptor, ERK1/2, Proliferation, Protein
Phosphatase.
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EKLER

EK1. Calismada kullanilan Kimyasal Maddeler

Madde adi Firma
Anti-DUSP1/MKP1 mAb Santa Cruz
Anti-DUSP6/MKP3 mAb Santa Cruz
Anti-p-DUSP1/MKP1 Rabbit mAb Cell Signaling
Anti-ERK 2 rabbit polyclonal igG Santa Cruz
Anti-p-ERK 1/2 rabbit polyclonal igG Santa Cruz
Anti-PP2A-alpha (phospho Y307) Abcam

Anti-PPP1A (phospho T320) antibody Abcam

Anti-PPP1A antibody Abcam

Anti-PP2A alpha + beta antibody Abcam

BCi Sigma

Calyculin A Cell Signaling
DMEM Sigma

Donkey anti-mouse IgG-HRP Santa Cruz

Epinefrin Sigma

Forskolin Sigma

Fotal Sigir Serumu Biological Industries

Katalog No

sc-1102

sc-377070

2857

sc-154

sc-16982

ab32104

ab62334

ab137512

ab32141

6514

9902S

D-8437

sc-2314

E4375

F6886

04-007-1B
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GAPDH

Goat anti-rabbit igG-HRP

H89

ICI-118,551

izoproterenol Hidrokloriir
Clenbuterol

Pertussis Toxin

Proteaz inhibitor kokteyli
Revert Aid cDNA Synthesis Kit
Terbutalin hemisulfat
Western Blotting Luminol Reagent

WST-1

Santa Cruz sc-25778
Santa Cruz sc-2004
Sigma B1427
Hidroklorid Tocris 0821
Sigma 16504
Tocris 0688
Sigma sc-2048
Roche 11-697-498-001
ThermoFisher Scientific Inc K1621
Sigma T2528
Biorad 1705060
Roche 05015944001
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