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Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

PAK4, MCF-7 hiicrelerinde E-kaderini baskilayarak PKC-bagiml
invaziv potansiyeli destekler

Suray PEHLIVANOGLU', Cigdem AYDIN-ACAR?

OZET

Amag: Normal meme epitel hicrelerinde p21
ile aktive edilen kinaz 4 (PAK4) overekspresyonu
saglandiginda tek basina tiimorigenezis siirecini
baslatabilmektedir. Son zamanlarda yapilan

bir

onkojenik faktor olabilecegini ileri stirmektedir. Bu

arastirmalar, PAK4’Gn meme kanserinde onemli
calismada, PAK4 overeksprese eden ve etmeyen MCF-7
meme kanseri hucrelerinde protein kinaz C aktivasyonu
ve inhibisyonuna bagli hiicrelerin migrasyon kabiliyeti ve
hiicre-hiicre kontaktin1 saglayan E-Kaderin ekspresyon

diizeylerinin arastirilmasi amaglandi.

Yontem: Calismada, meme kanseri modeli olarak
MCF7 hucre hatt1 kullamldi. MCF7 hiicrelerinde PAK4
plasmid kullanilarak yabanil-tip insan PAK4 geninin ektopik
ekspresyonu saglandi. Kontrol vektor olarak ise p3XFLAG-
CMV-10 plazmiti kullanildi. PKC inhibitori olarak RO318220
ve PKC aktivatorii olarak ise phorbol 12-myristate-13-
acetate (PMA / TPA) kullamldi. PAK4 plazmid ve kontrol
vektor ile transfekte edilen her iki gruptaki hiicreler %0,2
FBS, %10 FBS, RO318220 (5uM) ve TPA (200 nM) olacak
sekilde 48 saat sure ile kilture edildi. Meme kanseri
hiicrelerinde hticre migrasyonu, Oris Hicre migrasyon
deneyi

ile degerlendirildi. E-kaderin ekspresyonunun

degerlendirilmesi icin Western blot yontemi kullanildi.

ABSTRACT

The
(PAK4) overexpression is sufficient to initiate the

Objective: p21-activated kinase 4
tumorigenesis process in normal breast epithelial
cells. Recent studies suggested that PAK4 could be
an important oncogenic factor in breast cancer. The
aim of this study was to investigate the migration
ability of cells due to protein kinase C activation and
inhibition and the expression levels of E-cadherin
which provides cell-cell contact in MCF-7 breast
cancer cells that PAK4 overexpressing and non-

overexpressing cells.

Methods: MCF7 cell line was used as a breast
cancer model. Ectopic expression of the wild-type
human PAK4 gene was achieved using PAK4 plasmid
in MCF7 cells. Plasmid p3XFLAG-CMV-10 was used as
control vector. RO318220 was used as PKC inhibitor
and phorbol 12-myristate-13-acetate (PMA / TPA) was
used as PKC activator. Cells in both groups transfected
with PAK4 plasmid and control vector were cultured
for 0.2 h FBS, 10% FBS, RO318220 (5pM) and TPA (200
nM) for 48 hours. Cell migration in breast cancer cells
was evaluated by Oris cell migration assay. Western
blot method was used to evaluate the expression of

E-cadherin.
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Bulgular: Yiiksek PAK4 ekspresyonu saglanan MCF7

hiicrelerinde mezenkimal-benzer fenotipin meydana
geldigi ve podozomal yapilarin sayilarimin ve uzunluklarinin
Ayrica TPA

saglanan hiicrelerde PAK4 overekspresyonuna bagli hiicre

arttig1  belirlendi. ile PKC aktivasyonu
migrasyonunda artis gorildii. Fakat PKC ile indiiklenen
invaziv etkiler PKC inhibitorti olan RO318220 ile muamele
edilen hiicrelerde bloke edildi. Bunun yanisira, PAK4
overeksprese eden hiicrelerde kontrole gore E-kaderin

ekspresyonunda baskilanma meydana geldigi belirlendi.

Sonug: E-kaderin, hiicre-hiicre kontaktinm saglayan
ve hicre gociuni engelleyen temel yapilardan biridir.
Birlikte degerlendirildiginde, bu bulgular PKC ile aktive
edilen PAK4 sinyalinin meme kanseri progresyonuna
Bu nedenle,
inhibe

edilmesinin meme kanseri tedavisi icin potansiyel bir

katkida bulundugunu gdstermektedir.

sonuclarimiz  PKC-PAK4  sinyal yolagimin

terapotik yaklasim olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, PAK4, Protein

kinaz C

Results: It was determined that mesenchymal-
like phenotype was formed and the number and
length of podosomal structures were increased in
these PAK4 overexpressed cells. In addition, PKC
activation via TPA treatment increased cell migration
due to PAK4 overexpression. However, PKC-induced
invasive effects were blocked by the PKC kinase
inhibitor RO318220. In addition, PAK4 overexpression
leads to downregulation of E-cadherin compared to

control.

Conclusion: E-cadherin is one of the basic
structures that provide cell-cell contacts and prevent
cell migration. Taken together, these findings suggest
that PKC-activated PAK4 signalling contributes to breast
cancer progression. Therefore, our results show that
inhibition of the PKC-PAK4 signaling pathway may be
a potential therapeutic approach for the treatment of

breast cancer.

Key Words: Breast cancer, PAK4, Protein kinase C

GIRIS

Meme kanseri, kadinlarda kanserin sebebiyet
verdigi oliimler arasinda birinci sirada yer almaktadir.
2019 yilinda Amerika Birlesik Devletlerinde 268.600

kisi yeni tan1 almis ve 41.760 kisi meme kanserinden

hayatim kaybetmistir (1). Glnimuzde meme
kanseri tedavisinde yeni terapotik yaklasimlar
gelistirilmektedir  (2). Buna ragmen kanser

tedavisi agisindan etkili yontemlere halen ihtiyac
duyulmaktadir. Genelde kansere bagli odlimlerin
ana nedeni metastazdir (3). Kanser metastazinin
biyolojik temellerinin daha iyi anlasilmasi daha etkili
tedavi yontemlerinin gelistirilmesini saglayacaktir.
Bu baglamda taniya dayali metastatik belirteclerin
tanimlanmasi ve bu belirteclerin mekanizmasinin
anlasilmasi, kanser hastalarn icin yeni terapotik

stratejilerin gelistirilmesi icin temel saglayabilir.
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PAK ailesi hem onkogenezde hem de kanser
progresyonunda rol oynayan bir serin-treonin kinaz
ailesidir. Bu ailenin Uyeleri grup-1 (Pak1-3) ve grup
2 (Pak4-6) olmak uzere iki gruptan olusmaktadir.
PAK protein ailesinin 2. grubunda yer alan PAK4
(P21-activated kinase 4), en iyi karakterize edilmis
tiyesidir ve ilk olarak CDC42 sinyal yolaginda filopodia
olusumunu kontrol eden hiicre iskeletini diizenleyici
proteinlerin arastirilmasinin ardindan kesfedilmistir
(4-7). PAK4 embriyonik siirecte ve doku gelisiminde
temel olmakla birlikte, normal eriskin dokularin blyiik
bir kisminda belirgin diizeyde ifade edilmemektedir
8, 9).
slirecte bircok role sahip oldugu gosterilmistir (10).
PAK4’Gin meme kanseri (11, 12), mide kanseri (13),
hepatoselliler karsinoma (14), serviks (15) ve pankreas

PAK4 ile yapilan calismalarda onkojenik



kanserini (16) de kapsayan pek cok farkli kanser
tiirlinde ifade seviyesinde artis oldugu belirlenmistir
(11-16). PAK4 normal dokularda da dusiik diizeylerde
ifade edilmektedir (17). PAK4’ln hiicre gocu ve hucre
cogalmasina aracilik ettigi de yapilan calismalar ile
gosterilmistir (18, 19). Aynm1 zamanda, MAPK ve PI3K
yolaklart iliskili onkojenik yolak ile etkilesime girdigini
gosteren calismalar mevcuttur (10, 19-22). Ayrica,
in vitro olarak fare meme epitelyal hiicrelerinde
PAK4’iin ifade seviyesinde asin artis saglandiginda
hiicrelerin timor fenotipi kazandig1 belirlenmistir
(23). Bu durum, PAK4’iin normal hiicrelerde onkojenik
transformasyonu indiikleme yetenegi oldugunu isaret
etmektedir (24, 25). PAK4 normal epitelyal dokuda
cok az miktarda tespit edilirken, meme kanseri hiicre
hatlarinda ve primer meme tuimor dokularinda siklikla
aktive edildigi yapilan calismalarla gosterilmistir
(23, 26, 27). PAK4 ayrica MDA-MB-231 hicrelerinde
onkojenik fenotipi ve hiicre gocuni arttirdig
belirlenmistir (28, 29). Calismalardan elde edilen
tim bu bulgulara gore, PAK4’iin onkojenik bir protein
ve dolayisiyla da potansiyel terapotik bir hedef
olabilecegini gostermektedir.

MDA-MB-231 hiicreleri ostrojen, progesteron ve
ERBB2(HER2) negatif (lUclu negatif) ve metastatik
kabiliyeti yiiksek fibroblast-benzer meme kanseri
MCF-7 hicreleri ise

ostrojen pozitif ve zayif metastatik potansiyele sahip

hiicrelerdir. Bunun aksine,
epitelloid yapida olan meme kanseri hicrelerdir.
Bu iki hiicre hatt1 protein kinaz C (PKC) aktivitesine
bagli olarak farkli invazyon ozellikleri arz etmektedir.
Forbol ester (TPA/PMA) ile PKC aktivasyonu saglanan
MCF-7 hiicrelerinde hiicre gocu kabiliyeti artarken,
MDA-MB-231
azalmakta ve epitelloid morfoloji gelismektedir (30).

hiicrelerinde hicre gocu kabiliyeti

Bu nedenle calismamizda, PAK4 aktivasyonu temelli
hiicre migrasyonunun PKC yolag izerinden diizenlenip
diizenlenmedigini belirleyebilmek icin deneylerimizde
MCF-7 hiicre hattim kullandik. Bu baglamda, ektopik
olarak yuksek diizeyde PAK4 ifade eden ve etmeyen
MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde PKC aktivasyonu
ve inhibisyonuna bagli olarak hiicrelerin migrasyon

kabiliyeti ve hiicre-hiicre baglantisin1  saglayan
E-Kaderin ifade duzeyleri arastirildi.

GEREC ve YONTEM
Hiicre Hatt1 ve Plazmitler

MCF-7 meme Kkanseri hucre hatti (HTB-22)

Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC)’ndan temin
edildi. Hicreler, inaktive edilmis %10 fotal sigir
serumu (FBS) (Sigma Aldrich Corp., 12106C, USA) ve
%1 penisilin-streptomisin iceren DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) (Sigma Aldrich Corp., D6429,
USA) besiyeri icinde 37°C’de, %5 CO, ve 1 atmosfer
basin¢ altinda kilture edildi. Bu calismada, MCF-
7 hicrelerinde ektopik PAK4 ifadesi icin Staffan
Stromblad (Department of Biosciences and Nutrition,
Karolinska Institutet, SE-141 83 Huddinge, Sweden)
tarafindan hibe edilen p3XFLAG-wild-type-PAK4
plazmid vektoru (Sigma-Aldrich Corp., E4401, USA)
ve kontrol vektor olarak p3XFLAG-CMV-10 (Sigma
Aldrich Corp., E4401, USA) plazmid vektoru kullanildi.
Plazmid vektorlerin MCF-7 hiicrelerine transfeksiyonu
(Thermo Fisher Scientific,
USA)
ve kit talimatlarina uygun olarak gerceklestirildi.
PKC inhibitorii olarak RO318220 (Abcam, ab120374,
Cambridge, MA, USA) (5uM) ve PKC aktivatori olarak
Phorbol 12-myristate-13-acetate (PMA / TPA) (Cell
Signalling Tech, cat.4174, USA) (200 nM) kullanildi ve
uygulama konsantrasyonlar belirlendi (31, 32).

Lipofectamine 2000

Waltham, Massachusetts, ajanmt  kullanlarak

Oris Hiicre Migrasyon Deneyi

Hicrelerin migrasyon dizeyleri, ticari olarak
temin edilen Oris hicre migrasyon deney Kkiti
(Platypus Technologies, Madison, WI) kullanilarak
gosterildi. Deneyde, Lipofectamine 2000 (Thermo
Fisher Inc., USA) yardim ile bos plazmid vektor
(P3XFLAG-CMV-10) transfekte edildi; kontrol MCF-7
hiicreleri ve okaryotik PAK4 ifade vektoru (p3XFLAG-
wild-type-PAK4) transfekte edilmis MCF-7 hucreleri
kullamldi. Oncelikle, kit iceriginde mevcut olan

Oris hiicre durduruculan (stopper) migrasyon zonu
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olusturabilmek icin 96 kuyucuklu hiicre kultur
kaplarinin kuyucuklarina yerlestirildi. MCF-7 hiicreleri
her kuyucukta 3x10? hiicre olacak sekilde ekildi ve
hiicrelerin tutunmas icin 24 saat kulture edildi. Daha
sonra durdurucu kaldirildi ve tutunmayan hicreler
1XPBS GmbH, PBS-10XA,

Ebsdorfergrund, Germany) ile yikandi. Yikama islemini

(Capricorn  Scientific
takiben kontrol ve ektopik PAK4 ifadesi saglanan
MCF-7 hicrelerini, serumsuz (%0,2 FBS), serumlu
(%10 FBS), serumsuz RO318220(5uM) ve serumsuz
TPA/PMA(200 nM) iceren besiyerlerinde 48 saat
kiltire ederek Oris migrasyon yontemini uyguladik.
Siire sonunda hicreler metanol ile fikse edildi ve
%5 Giemsa ile boyandi. Durdurucular ile olusturulan
yara alam inverted mikroskop ile gorintilendi ve
yara alaninin boyutu Image-J programi kullanilarak
analiz edildi. Deney U defa tekrar edilerek sonuclar
degerlendirildi.

Western Blot

Toplanan hiicre lizatlan proteaz inhibitor kokteyli
(1X) iceren liziz tamponu (RIPA) (Thermo Fisher
Scientific, cat.89900, Waltham, Massachusetts,
USA) kullanilarak elde edildi. Lizatlarin protein
miktarn Bradford (BioRad Laboratories Inc., 500-
0006, California, USA) reaktifi kullanilarak BSA
(bovine serum albumin) standart1 ile hesaplandi.
Orneklerden 100’er pg alinarak %10 poliakrilamid
jele yuklendi. Yurime sonunda PVDF membrana
(Merck Millipore, IPVH00010, Massachusetts, USA)
transfer gerceklestirildi. Transfer asamasindan sonra
blot %1 BSA (Sigma Aldrich Corp., B6917, USA) iceren
PBST sollisyonunda bloklandi. Sonrasinda, membran
ikiye kesilerek primer E-Kaderin antikoru (Santa Cruz
Biotechnology, sc8426, Texas, USA) ve beta-Aktin
(ACTB) antikoru (Santa Cruz Biotechnology,, sc8432,
Texas, USA) ile isaretlendi ve yikamanin ardindan anti-
mouse sekonder antikoru (Santa Cruz Biotechnology,,
sc516102, Texas, USA) ile isaretleme yapildi. Sekonder
antikorun uzaklastirilmasinin ardindan blot 1XPBST
ile yikandi. Uzerine enhanced chemoluminescence
(ECL) reaktifi (GE Health care RPN2209, Illinois, USA)
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ilave edildi ve 1 dk beklendikten sonra kemiliiminas’a
duyarli film (Kodak, 8116428, New York, USA) ile
goriintiilendi. Uc ayn deney tekrarindan elde edilen
protein lizatlarinin Western Blot sonuclar Image-J
yazilimi yardimi ile analiz edildi.

istatistiksel Analiz

Deneysel verilerin analizleri Microsoft Excel ve
GraphPad Prism 8.0 yaziim programlan araciligiyla
gerceklestirildi. Sonuclarin p degerleri One way
ANOVA (Dunnet t-test) ile hesaplandi. p<0.05 degeri
istatistiksel anlamli olarak kabul edildi. Sonuclar
normalize edilerek ve +
belirlenerek gosterildi.

standart hata degerleri

BULGULAR

PAK4 MCF-7  hiicrelerinde mezenkimal-
benzer morfolojik degisimlere neden olur

insan PAK4 cDNA dizisi klonlanmis p3XFLAG-wild-
type-PAK4 plazmid vektor ve kontrol olarak PAK4
icermeyen bos p3XFLAG-CMV-10 plazmid vektor
transfekte edilen MCF-7 hiicrelerinde morfolojik
degisimler incelendi. Ektopik PAK4 ifadesi saglanan
MCF-7 hicrelerinde kontrole gore sitoskeletal
organizasyonun degistigi, hiicre-hiicre baglantilarinin
zayifladig1 morfolojik olarak gozlemlendi. Hiicrelerin
podozom olusturma sayilarini ve uzunluklarint image-J
yazilimi yardimi ile degerlendirildi. Elde ettigimiz
sonuclara gore kontrol MCF-7 hiicrelerinde morfolojik
olarak ortalama 3,25; ektopik PAK4 ifade eden
eden hiicrelerde ise ortalama 5,4 podozom/hiicre
olusturdugu belirlendi. Ayrica hiicrelerin olusturdugu
podozom uzunluklarina bakildiginda kontrol MCF-7
hiicrelerde ortalama 214,55 pm, ektopik PAK4 ifade
eden hiicrelerde ise ortalama 381,6 um oldugunu
belirledi (Sekil 1).
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Ektopik PAK4 ifade eden MCF-7 (MCF-7/PAK4) hicrelerinin kontrol hiicrelere oranla daha fazla mezenkimal-benzer hiicre
morfolojisine sahip oldugu, podozom sayilarinda yaklasik 1,66-kat ve podozom uzunluklarinda yaklasik 1,77 kat artis

belirlenmistir (*p degeri <0,05).

Sekil 1. Bos plazmid vektor transfekte edilen kontrol ve ektopik PAK4 ifade eden MCF-7 hiicrelerinin morfolojik goriintuisu

ve hucrelerin podozomal yap1 ve uzunluklarinin analizi

PAK4, Protein Kinaz C aktivasyonu durumunda
MCF-7 hiicrelerinin migrasyon Kkabiliyetini
artinr

Bu calismada, PAK4 destekli hiicre migrasyonunun
protein kinaz C (PKC) yolag lizerinden gerceklesip
gerceklesmedigi arastirnildi. Bu amacla %0,2 FBS,
%10 FBS, PKC aktivatori TPA(PMA) ve PKC inhibitoru
(RO 318220) varliginda kontrol ve ektopik PAK4 ifade
eden hiicrelerin migrasyon kabiliyetlerini belirlendi.
Calismamizin sonucglarina gore, %0,2 FBS muamele
edilmis hucrelerde cok dusuk dizeyde migrasyon
oranlari saptandi, bosluk kapanma diizeyleri; kontrol
hiicrelerde %4,2, ektopik PAK4 ifade eden hiicrelerde
%10,9 olarak belirlendi. Beklendigi gibi %10 FBS

varliginda hiicrelerin migrasyon kabiliyeti artmaktadr,
buna ilaveten ektopik PAK4 ifade eden hiicrelerde
olarak kontrole (%28,2
kapanma) gore 1,38 kat (%38,8 kapanma) yukseldi.
RO 318220 inhibitori varliginda hiicre migrasyonunda
anlamli bir sekilde azalma belirlendi. Bosluk kapanma
diizeyleri; kontrol hiicrelerde %3, 1, ektopik PAK4 ifade
eden hiicrelerde %8,7 olarak bulundu. PKC aktivatori
TPA/PMA ile muamele edilen hiicrelere bakildiginda
ektopik PAK4 ifade eden hiicreler (%44,9) kontrole
(%24,9) gore ortalama 1,8 kat artt1 (Sekil 2). Bu
sonuclara gore PAK4’iin PKC aktivasyonu araciligiyla

migrasyon oran1 anlamli

hiicre migrasyonunu destekledigi belirlendi.
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MCF7/Kontrol

MCF7/PAK4
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FBS 10%

RO 31-8220 (5uM)  TPA (200nM)

OMCF7/ Kontrol
B MCF7/ PAK4

[l

RO 31-8220 (5uM)

TPA (200nM)

FBS varliginda ve ayrica TPA uygulamasi ile PKC yolag1 aktive edilen MCF7/PAK4 hiicreleri kontrole oranla daha yiliksek mi-

grasyon kabiliyetine sahiptir (*p degeri <0,05).

Sekil 2. Kontrol ve ektopik PAK4 ifade eden MCF-7 hiicrelerinin PKC-induklu migrasyon kabiliyeti

Yiiksek PAK4 ifadesi E-Kaderini
baskilamaktadir
E-Kaderin hiicre-hiicre baglanma noktalarini

olusturan temel yapilardan biridir. E-Kaderin ifadesi

azalan kanser hiicrelerinde mezenkimal-benzer
hiicre morfolojisi gorilmekte, hiicrelerin invazyon
(33-35).
Calismamizda, ektopik PAK4 ifade eden hiicrelerin

E-Kaderin ifade diizeyleri Western blot yontemi ile

ve migrasyon kabiliyetleri artmaktadir

incelendi. Kontrol ve PAK4 cDNA’s1 iceren plazmid
vektorlerin  MCF-7 hiicrelerine transfeksiyonundan
sonra 72. ve 120. saat kiltlirasyon zamanlarinda

hicre lizatlan elde edildi. Bu orneklerin Western

Turk Hij Den Biyol Derg

Blot deney sonuclarina gore ektopik PAK4 ifade
eden MCF-7 hicrelerinde kontrole gore yaklasik %30
oraninda E-kaderin ifadesinin baskilandigini saptandi
(Sekil 3). Bu durum hiicrelerin birbirine baglanma
kabiliyetlerinin azaldigin1 gostermektedir.

TARTISMA

Gunumuzde yapilan calismalar, PAK4’Un onemli
bir terapotik hedef olabilecegini ileri sirmektedir
(36, 37).
yabanil tip PAK4 ifadesi arttirildiginda bu hiicrelerin
polaritelerini kaybettikleri belirlenmistir (28). Ancak

Fare meme epitel hiicrelerinde stabil
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MCF7/PAK4 hiicrelerinde E-kaderin ifadesi kontrol hiicrelere oranla yaklasik %30 oraninda azaldigi belirlenmistir (*p degeri

<0,05).

Sekil 3. Kontrol ve ektopik PAK4 ifade eden MCF-7 hiicrelerinin E-kaderin ifadesi

PAK4 ifadesi baskilandiginda meme bezi gelisimi
(38). PAK4
ozellikle Uclu negatif meme kanseri hicrelerinde
yiiksek diizeyde ifade edildigi bilinmektedir. PAK4
aktivasyonu,

olumsuz yonde etkilenmemektedir

kanser hiicrelerinin cogalma ve
migrasyon kabiliyetlerini arttirarak hastalarin sagkalim
oranlarin1 dusiirmektedir. Bu nedenle kotu prognoz
iliskili ticli negatif meme kanseri hiicreleri acisindan
onemli bir terapotik hedeftir (37). Buna ilave olarak
PAK4 Gstrojen pozitif meme kanserinde de hastaligin
gelismesini desteklemektedir (39). Ostrojen, PAK4
aktivasyonunu hicrelerinin
invaziv ve metastatik kabiliyetlerini desteklemektedir

(40). PAK4 gen ifadesinin baskilandigi calismalarda

tetikleyerek kanser

ise onkojenik transformasyon gerilemektedir. PAK4
gen ifadesi baskilanan meme kanser hiicrelerinde
mTOR, RELB, CLDN4, PI3K/AKT, MEK/ERK gibi sinyal
yolaklar olumsuz yonde etkilenmekte ve buna bagli
olarak kanser hiicrelerinin cogalma, invazyon ve
migrasyon kabiliyetlerinde azalma, hastalarin tumor
buyiikliklerinde ve lenf bezi metastazi oranlarinda
azalma goriilmektedir (22, 27, 36, 41, 42).

Bu calismada, zayif metastatik ozellikte olan
MCF-7 hicrelerinde ektopik yiksek PAK4 ifadesi
varliginda, arastirmalardan farkli olarak
PAK4’{in metastatik roliinlin PKC yolag: ile iliskisi
aciklandi. Bunun icin calismamizda MCF-7 hiicrelerine

onceki
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PAK4 cDNA'sim iceren vektori ve kontrol olarak
PAK4 cDNA’s1 icermeyen bos vektoru lipofectamine
2000 araciligiyla transfekte edildi. Bu hicrelerde
PAK4 ifadesine bagli olarak hiicrelerin morfolojik
ozellikleri, migrasyon kabiliyetleri ve E-kaderin ifade
seviyeleri belirlendi.

PAK4, PAK ailesi enzimlerdendir ve bu enzimler,

ozellikle hiicre morfolojisinin, hiicre iskeleti
organizasyonunun, hlicre proliferasyonunun, hiicre
dongiisti kontroliiniin, hiicre gociiniin ve sagkalimin
diizenlenmesinde onemli rolleri mevcuttur (43-46).
Bu bilgiler 1s181nda, MCF-7 hiicrelerinde ektopik PAK4
ifadesi sagladigimiz in vitro kosullarda, hicrelerin
mezenkimal-benzer bir fenotip kazandigim ve
invazyon kabiliyeti acisindan onemli olan podozomal
yapilarin sayisi ve uzunluklarinin arttigini gézlemlendi.
Bu sonuclar, hicrelerde yeterince yiksek seviyede
PAK4 geninin ektopik ekspresyonunu sagladigimizi
ve hiicre morfolojisini invaziv yonde degistirgini
gostermektedir.

PAK4’(in onkogenezi hangi hiicresel mekanizmalar
ile tetikledigi konusundaki arastirmalar halen devam
etmektedir. Yapilan calismalar neticesinde PAK4
aktivasyonunun PI3K/AKT ve MEK/ERK gibi yolaklar
ile saglanabildigi gosterilmistir (27, 42). Ancak meme
kanserinde PAK ailesi genlerinin PKC ile iliskisini
gosteren bir calisma su an icin mevcut degildir. Koh
W. ve ark. (47) tarafindan yapilan bir calismada
PAK ailesinden PAK2 ve PAK4 genlerinin, endotel
hiicrelerinin limen ve tup olusumunu PKC sinyal
yolagl araciigiyla gerceklestiridigini belirlemistir.
Dolayisiyla bu hiicrelerde, PAK4 aktivasyonu PKC
tarafindan saglanabilmektedir. Bu bilgiler 15181nda,
meme kanserinde ifadesi artan PAK4’iin PKC acisindan
onemli bir hedef olabilecegi kamsina varildi. Bu
nedenle endojen duzeyde PAK4 ifade eden yani bos
plazmid ile transfekte edilen kontrol MCF-7 hiicrelerini
ve ektopik olarak vyiliksek PAK4 ifadesi saglanan
MCF-7 hicrelerini TPA (12-0-tetradekanoilphorbol-
13-asetat) / PMA (phorbol-12-miristat-13-asetat),

RO318220 (metansulfonat) ve %10 fetal bovin serum
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(FBS) ile muamele edildi ve hiicre migrasyon deneyini
uygulandi. TPA (PMA), iyi bilinen ve yaygin kullanilan
bir phorbol esterdir. Bu ajan, PKC’ye baglanarak
enzimi aktive eder. R0O318220 ise PKC aktivitesini
baskilayan bir ajandir. Buna gore hiicre migrasyonu
sonuclarina bakildiginda %10 FBS varliginda yiiksek
dizeyde PAK4 ifade eden hicrelerde calismalara
uygun olarak migrasyon kabiliyeti kontrole gore 1,38
kat artti. Buna ilave olarak, serumsuz TPA muamelesi
yapilan hicrelerde ektopik PAK4 ifadesi hucre gocu
kabiliyetini 1,8 kat artti. RO318220 ile muamele
edilen hicrelerde de beklenen azalma gosterildi.
Elde ettigimiz bu sonuclara gére, MCF-7 hiicrelerinde
PAK4-aracili hiicre migrasyonunun PKC aktivasyonuna
bagli olarak diizenlendigi ve dolayisiyla PAK4’{in
PKC hedefi olabilecegi soylenebilir. Ancak PKC-PAK4
arasindaki direkt iliskinin ortaya konmasi icin ilave
calismalarin yapilmasina ihtiyac vardir.

Kanser hiicrelerinde metastatik degisimi saglayan
temel surec epitelyal-mezenkimal transisyon (EMT)
siirecidir. EMT‘de kamtlanmis ilk degisim hiicreler
arasi fiziki baglantilarin zayiflatilmasi ve hiicrelerin
Ca+2-
bagimli hiicre adhezyon molekiilleridir ve hiicreler

bulundugu yerden ayrilmasidir. Kaderinler
arasi baglantilari saglayan temel yapilardir. Bu yapilar,
dogrudan iki hiicre iskeletinin E-Kaderin araciligiyla
birbirine baglanmas1 ile olusur. E-kaderinlerin
olusturdugu hiicreler arasi siki baglant1 E-kaderin/B-
katenin/aE-katenin kompleks yapisindan meydana
gelmektedir. E-kaderin baskilandigi zaman B-katenin
serbest kalir ve hiicre cekirdegine goc ederek
mezenkimal belirtecler olan vimentin, fibronektin
ve integrin sentezini artinr. Bu durum EMT slirecini
baslatir ve hiicrenin bulundugu yerden goc etmesine
neden olur (33, 35, 48). Bu bilgiler dogrultusunda,
ektopik PAK4 ifadesi saglanan MCF7 hiicrelerinde
E-kaderin %30

baskilandig1 saptandi. Bu sonug; PAK4’(in hiicre-

ifadesinin  yaklasik oraninda
hiicre baglantilarimin zayiflatilmasinda ve hiicrelerin
birbirinden ayrilmasinda onemli roli olabilecegini

gostermektedir.
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