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KISALTMALAR 

 

FBS: Fötal Sığır Serumu (Fetal Bovin Serum) 

DMEM: Dulbecco's Modifiye Eagle Ortamı 

EMEM: Eagle's Minimum Essential Medium 

RPMI-1640: Roswell Park Memorial Institute Medium 

CO2: Karbondioksit 

HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic Acit 

EDTA: Etilendiamin Tetraasetik Asit 

PBS: Fosfat Tamponlu Tuz (Phosphate Buffered Saline) 

DMSO: Dimetil Sulfoksid 

FLNA: Filamin A (Ġnsan) 

FLNA
CT

: Karboksi Terminal ucundan kesilmiĢ FLNA 

CT: Carboxyl-Terminal 

H1: Hinge 1 ( menteĢe 1) 

H2: Hinge 2 (menteĢe 2) 

FLNB: Filamin B (insan) 

FLNC: Filamin C (insan) 

Flna: Filamin a (fare) 

Flnb: Filamin b (fare) 

Flnc: Filamin c (fare) 

HIF-1α: Hypoxia-İnducible Factors 

A7: Human Melanoma Cell 

PC3: Human Prostate Cell 

T241: Mouse Fibroblast, Fibrocarsoma 

MS1: Mouse Endothelial Cell 

mRNA: Messenger RNA 

ABP: Actin-Binding Proteins  

KDa: Kilodalton (Atomik Kütle Birimi) 

Ig: Ġmmunoglobulin 
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FĠLAMĠN PROTEĠNLERĠNĠN HÜCRELERDEKĠ ĠġLEVLERĠNĠN ARAġTIRILMASI 

 

Reza Salimi, Dokuz Eylül Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Moleküler Tıp Anabilim Dalı, 

Inciraltı-Ġzmir, Türkiye, rezasalimitr@yahoo.com 

 
                                                                    ÖZET  

 

       Amaç: Filaminler, çok fazla miktarda eksprese edilen, aktin bağlayıcı büyük proteinlerdir ve 

F-aktin‘in üç boyutlu yapısını sağlamca kuvvetlendirerek hücre zarına bağlanmasını sağlarlar. 

Filaminler içinde, filamin A (FLNA) en çok bulunan izoformdur ve yaygın olarak insan 

dokularında eksprese olmaktadır. Kalpain, FLNA‘yı tercihen menteĢe 1 ve 2 (H1, H2) 

bölgesinden keser ve karboksil terminal uç içeren FLNA
CT

‘yi üretir. Kalpeptin ise, FLNA‘nın 

kesilmesinden sorumlu bir kalpain 1 ve 2 inhibitörüdür. Bu çalıĢmanın amacı, FLNA‘nın 

kesilmesinin engellenmesiyle, hücrenin proliferasyon, migrasyon, invazyon ve koloni oluĢturma 

yeteneklerini, azaltabileceğimiz yönündeki hipotezimizi test etmektir. Böylece kalpeptin‘in 

kanser dokularının büyümesini ve yayılmasını engelleyerek tedavi edici bir rolünün olup 

olmadığının anlaĢılması hedeflenmiĢtir. Ayrıca, FLNA‘nın hücredeki iĢlevinin belirlenmesi ve 

kalpeptin gibi inhibitör moleküllerin tanımlanması, kanser tedavilerinde kullanılacak daha etkili 

ilaçların geliĢtirilmesine de çok büyük katkılar sağlayacaktır. 

 

 Yöntem: Bu çalıĢmada A7 (Ġnsan Melanoma), PC3 (Ġnsan prostat kanser), T241 (Fare 

fibroblast, fibrosarkoma) ve MS1 (Fare endotel) hücre hatları kullanarak; hücre kültürü, western 

blot, proliferasyon, migrasyon, invazyon ve koloni oluĢturma deneyleri yapıldı.   

 

  Bulgular: Kalpeptin varlığında, hücrelerin proliferasyon, migrasyon, invazyon ve koloni 

oluĢturma yeteneklerinde kontrol guruba kıyasla anlamlı olarak azalma gözlendi. Veriler 

ortalama ± SD değerleri olarak gösterildi ve n = 3 olarak alındı. Gruplar arası istatistik analizinde 

unpaired two-tailed Student t testi kullanıldı. 
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       Sonuç: Bu çalıĢmanın sonucu, kalpeptin‘in, FLNA'yı eksprese eden kanser hücrelerinde 

kalpain‘e bağlı olarak oluĢan FLNA
CT

 üretimini azalttığını gösterdi. Öte yandan, azalmıĢ 

FLNA
CT

 üretimine sahip hücreler, anlamlı olarak (p<0.05) daha az migrasyon, invazyon, 

proliferasyon ve koloni oluĢturma yeteneği gösterdiler. Bu veriler ayrıca, FLNA
CT 

fragmanının, 

hücrelerin proliferasyon, migrasyon, invazyon ve koloni oluĢturmalarında önemli 

düzenleyicilerden biri olduğunu da göstermiĢtir.  

      AraĢtırma deneysel niteliktedir ve deneysel kısım Göteborg Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi 

Biyokimya ve Hücre Biyolojisi Anabilim Dalı Laboratuarlarında, 2014-2017 yılında yapılmıĢtır. 

 

Anahtar Sözcükler: Filamin, Filamin A, Kalpain, Kalpeptin, Proliferasyon, Migrasyon, 

Ġnvazyon, Koloni oluĢturma, Kanser. 
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INVESTIGATION OF FILAMIN PROTEIN FUNCTIONS IN CELLS 

 

Reza Salimi, University of Dokuz Eylül, Enstitued of Health Sciences, Department of Molecular 

Medicine, 35340, Inciraltı-Izmir, Türkiye rezasalimitr@yahoo.com 

                                                                     

ABSTRACT 

 

 Objective: Filamins are large actin-binding proteins that stabilize three-dimensional actin 

filament networks and link them to cellular membranes where they integrate cell architectural and 

signaling functions important for cell locomotion. Filamin A (FLNA) is the most abundant and 

widely expressed isoform in human tissues. Endogenous 90 kDa Carboxyl-terminal (CT) 

(FLNA
CT

) is produced by cleavage in hinge 1 (H1) and hinge 2 (H2) sites by calpain. Carboxyl-

terminal (CT) fragment of the cytoskeletal protein FLNA transports to the cell nucleus and 

stimulates cell transcription. Calpeptin is a calpain 1 and 2 inhibitor, which is responsible for 

FLNA cleavage. Identification of FLNA
CT

 roles in cell migration and invasion may help to 

develop more effective cancer therapies. 

 

 Method: Human melanoma (A7), prostate cancer (PC3), mouse fibrosarcoma (T241) and 

endothelial (MS1) cells were assayed for proliferation, migration, invasion and colony formation 

after treatment with calpeptin. 

 

 Results: In all cell lines, for calpeptin treated group we found less migration, invasion, 

proliferation and colony forming ability compared to the controls.  

 

 Conclusion: The result of this study showed that calpeptin reduces FLNA
CT

 production by 

calpain cleavage in multiple cancer cells that express FLNA. On the other hand, cells with 

reduced FLNA
CT

 production showed significantly (p<0.05) less migration, invasion, proliferation 

and colony forming ability. These data suggest that FLNA
CT

 is one of the important regulators in 

cell proliferation, migration, invasion and colony forming. 

 

mailto:rezasalimitr@yahoo.com
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       This experimental study was carried out through 2014-2017 in Department of Medical 

Biochemistry and Cell Biology, Institute of Biomedicine, University of Gothenburg. 

 

Key Words: Filamin, Filamin A, Calpain, Calpeptin, Prolifaration, Migration, Ġnvasion, 

Colony Forming, Cancer. 
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1.GĠRĠġ VE AMAÇ 

 

 

Filaminler, yaygın bir Ģekilde eksprese edilen büyük, aktin bağlayıcı proteinlerdir ve F-

aktinin üç boyutlu yapısını stabilize ederek hücre zarına bağlanmasını sağlarlar. Filaminler, hücre 

yüzeyinde bulunan reseptörleri sararak, mekanik dayanıklılık sağlarlar ve böylece hücre-hücre ve 

hücre-matriks bağlantılarını koruyarak, hücresel hareket sırasında stres sinyallerinin aktin 

ağlarına iletimini sağlarlar (1).  

 

Memelilerde üç filamin geni vardır: Bunlar, FLNA, FLNB ve FLNC‘dır. FLNA ve FLNB 

yaygın olarak dokularda, FLNC ise ağırlıklı olarak kalp ve iskelet kasında eksprese olur. FLNA 

en yaygın bulunan izoformdur ve en çok insan dokularında eksprese olan bir varyanttır. FLNA iki 

monomerden oluĢan bir homodimerdir. Her bir monomer bir aktin bağlayıcı N-terminal ve 24 

tekrardan oluĢan rod-domain içermektedir. Bu iki bölge iki kısa menteĢe (menteĢe 1 ve 2) ile 

bağlanmaktadır. FLNA kesimi bu iki bölgeden yapılır. Kalpain, tercihen menteĢe 1 ve 2 (H1 ve 

H2) bölgesinden FLNA‘yı keser (ġekil 1) ve endojen olarak FLNA
CT‘

yi üretir (2). Hipoksi 

koĢulların varlığı da kalpain aktivitesini indükler (3). Elde edilen son veriler, FLNA‘nın hücresel 

sinyal iletiminde düzenleyici bir role sahip olduğunu göstermektedir. Endojen olarak üretilen 

FLNA
CT‘

 nin ise hücre çekirdeğinde, bir nükleer transkripsiyon modülatörü olarak görev 

yaptığını göstermiĢtir (4). Kanser hücrelerinde proliferasyon, migrasyon, invazyon ve koloni 

oluĢturma yeteneği artmaktadır. Bu sebeple kanserli hücrelerin bozulan bu özelliklerine sebep 

olan mekanizmaları saptamak ve bu hücreleri, normal hücrelerin normal geliĢim özelliklerine 

yaklaĢtırmak için çok sayıda çalıĢma yapılmakta ve bunun için de çeĢitli ilaçlar ve sinyal ileti 

yolakları araĢtırılmaktadır. 
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ġekil 1. HIF-1α fonksiyonunun FLNA tarafından düzenlenmesi (5). Filamin A 

sitoplazmada, hipoksi indükleyici faktörler olan HIF-1α ve HIF-2α‘ dan sadece HIF-1α ile 

etkileĢir. Bu etkileĢmenin tümör büyümesini ve angiogenezi arttırdığı saptanmıĢtır. Hipoksi 

durumu,  kalpain proteaz aktivitesinin artmasını ve bunun bir sonucu olarak da FLNA‘ nın C 

terminal ucundan kesilmesini indüklemektedir. Bu durum FLNA‘nın kesilmesinin ve kesilen 

fragman FLNA
CT

 nin de üretiminin artmasına neden olur. Üretimi artan FLNA
CT

 ile HIF-1α 

fiziksel etkileĢmeye girerek kolayca hücre çekirdeğine transloke olurlar. Sonuç olarak, hipoksi 

durumunda FLNA
CT

, HIF-1α molekülüne transkripsiyonel bir koaktivatör görevi yaparak HIF-

1α'nın hücre çekirdeğindeki transaktivasyon iĢlevini arttırmaktadır (5).  

 

Bu araĢtırmanın temel amacı, proteolitik bir enzim olan kalpain‘i bloke ederek, kanser 

hücrelerinde FLNA‘nın kesilmesini durdurmak ve bunun bir sonucu olarak da kanser hücrelerinin 

çoğalmasını engellemektir. FLNA hücrenin sitoplazmasında, karboksi terminal ucundan kesildiği 

zaman hücre içinde FLNA
CT

 üretimi artar. Kalpeptin ise bu kesilmeyi engelleyecek olan bir 

kalpain inhibitörüdür.  Kalpeptin‘in hücre membranından kolayca geçebilmesi, kalpain 1 ve 2‘yi 

spesifik olarak inhibe edebilmesi, diğer kalpain inhibitörlerine kıyasla daha az sayıda farklı 

proteinle etkileĢime girmesi ve düĢük IC50 ‗ye (5-8 nM) (6,7) sahip olması gibi avantajları 

nedeniyle, kalpain inhibitörü olarak seçilmiĢtir.  
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Eğer hücre içinde FLNA
CT

 üretimi artarsa kanser hücrelerinin proliferasyonu, migrasyonu 

ve invazyonu da artacaktır. Bu hipotezimizi doğrulamak için, dört faklı hücre hattı için [A7 

(human Melanoma cell), PC3 (human prostate cancer), T241 (mouse fibrosarcoma), MS1 (Mouse 

endothelial)] hazırladığımız deney gruplarında (kalpeptinle tedavi edilmiĢ ve kalpeptinle 

etkileĢtirilmemiĢ olan hücre grupları), hücresel proliferasyon, migrasyon, invazyon ve hücresel 

koloni oluĢturma özelliklerini test etmeyi amaçladık. Önerimizin doğru olması durumunda, test 

edilecek olan bu parametrelerde mutlaka bir değiĢikliğin olması gerekecekti. Gerçekten de 

kullandığımız dört farklı hücre hattı ile yapmıĢ olduğumuz deneysel çalıĢmaların sonunda elde 

etmiĢ olduğumuz verilerin, ileri sürdüğümüz hipotezi desteklediğini gözlemledik. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

  

 

2.1. Filaminler 

 

Kas hücrelerinin en önemli proteinlerinden biri olan aktin, globüler (G-aktin) ve 

flamentöz (F-aktin) monomerlerinden oluĢmuĢtur. Aktin sadece hücre iskeletinin oluĢumu ve 

hücre Ģeklinin korunması için değil, aynı zamanda dıĢ uyaranlara yanıt olarak, hücre morfolojisi 

ve lokomosyonunun düzenlenmesi için de gereklidir. Bu dinamik yapının sürekli olarak 

Ģekillendirilmesi, çok sayıda aktin bağlayıcı protein aracılığıyla (actin-binding proteins ABP) 

olmaktadır. Bu aktin bağlayıcı proteinlerden biri de filaminler‘dir. Filamin ailesi üç homolog 

proteinden (FLNA, FLNB ve FLNC) oluĢmaktadır. Bunlar farklı genlerin ürünleridir ve ayrıca 

mRNA dizi varyantları da farklıdır. Ġnsan FLNA genleri de fare Flna genleri de, X kromozomları 

üzerinde bulunmaktadır. Ġnsan FLNB ve FLNC filaminleri sırasıyla otozomal kromozom 3 ve 7 

üzerinde, fare Flnb ve Flnc filaminleri ise sırasıyla 14 ve 6 numaralı kromozomlarda bulunurlar. 

YetiĢkinlerde, FLNA en bol bulunan izoformdur.  FLNC ise baskın olarak iskelet ve kalp kası 

hücrelerinde eksprese edilir (4). ABP, filamin alt biriminin F-aktin'e bağlamasında anahtar iĢlevi 

görür. Filamin alt birimi, Ca
2+

-kalmodulin ile kompetitif yarıĢarak ABP'ne bağlanır ve F-

aktin'den ayrıĢır (8).  Filaminler, F-aktin ağlarının üç boyutlu yapılarını stabilize ederler. Ayrıca, 

transmembran reseptörlerine veya iyon kanallarına bağlanarak hücreler arası tutunma (adezyon), 

hücre hareketi (migrasyon) ve hücrenin varlığını sürdürmesi (progresyon) gibi fonksiyonlarda 

önemli rol oynarlar (9). Filaminlerin mekanik özellikleri, dinamik ortogonal F-aktin ağları 

(network) ile sağlanır. Bu ağ yapısı, membran bütünlüğü koruyarak hücreleri mekanik stresten 

korur. F-aktin de dahil olmak üzere filaminler, 70 ten fazla farklı hücresel proteine bağlanırlar. 

Örneğin bunlardan transmembran reseptörlere ve sinyal moleküllerine bağlanarak, hücre için 

gerekli olan yeterli desteği (scaffolding fonksiyonlarını) sağlar ve çoklu hücresel davranıĢları 

entegre ederler. Ġnsanlarda filaminlerin sayılamayacak kadar çok iĢlevleri vardır. Bu nedenle, 

filamin genlerinde oluĢacak zararlı mutasyonlar beyin, iskelet ve kalp gibi organlarda geniĢ bir 

geliĢimsel malformasyona neden olur(10). 
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2.2. Filamin A (FLNA) 

 

FLNA geninin ekspresyonu ile oluĢan filamin A‘nın hücre yüzey reseptörleri ile 

etkileĢimi hücreye mekanik stabilite sağlar, hücre-hücre ve hücre-matriks bağlantılarını korur ve 

stres sinyallerini hücrenin hareketi sırasında aktin iskeletine iletir. Filamin A‘nın baĢlıca 

bağlandığı protein aktin‘dir. Bu bağlanma ile aktin proteininin, filamanlardan oluĢan dallanmıĢ 

bir hücresel iskelet ağı oluĢturmasına yardım eder. FLNA bundan baĢka, sinyal iletiminde yer 

alan geniĢ bir protein yelpazesiyle de etkileĢime girebilme özelliğine sahiptir (4,9).   

FLNA iki kalponin homoloğundan (CH) oluĢan 280 kDa molekül ağırlıklı bir 

homodimerdir (Ģekil 2). Her monomerik zincirin N-terminal ucunda (NT) bir F-aktin-bağlayıcı 

bölge (domain) vardır ve 24 homoloğun tekrarından oluĢan immünoglobülin (Ig) benzeri bir 

çubuk segmenti yapısı gösterir (11,12). Her bir segment yaklaĢık 96 amino asit içermektedir. Ġki 

menteĢeli (Hing) bölge, 24 Ig-benzeri tekrarları, iki çubuk bölgesine ayırır. Bu iki menteĢeden 

biri (menteĢe 1, H1), 15. ve 16. Ig-benzeri tekrarlar arasında ve C-terminal (CT) aktin bağlama 

ucunda yer alır. Diğer menteĢe (menteĢe 2, H2) ise N-terminal dimerleĢme bölgesi olan 23. ve 24. 

Ig-benzeri tekrarlar arasında bulunmaktadır (4,13). 

 

ġekil 2. FLNA'nın filamentöz aktin ile etkileĢimi için önerilen bir model (4).  



 

 10 

  Rod domain 1 (aktin bağlama bölgesi)‘de bulunan Ig-benzeri 9-15 tekrarları, yüksek 

avidite göstermeleri nedeniyle F-aktin bağlanmasını kolaylaĢtırır. Rod domain 2 ise, partnerleri 

ile ortak etkileĢimler kurmak için alan barındırmaktadır (ġekil 3). 

Filamin'in N ucundaki aktin bağlama alanı, iki kalponin homoloğu olan domain CH1 ve 

CH2 içerir. Aktin bağlanma alanını takip eden ve 24 tekrardan oluĢan kısım, anti paralel olarak -

tabakalarına katlanır ve protein-protein etkileĢimleri için ara yüz olarak iĢlev görür. FLNA‘ya 

bağlanan ortakların çoğunluğu C- terminalinde FLNA ile etkileĢime girer. ġekil 3 de, FLNA ile 

doğrudan etkileĢime giren seçilmiĢ bir protein koleksiyonu sunulmaktadır (4). 

 

 

 

ġekil 3. FLNA‘nin monomerik yapısı ve FLNA ile etkileĢimde olan proteinler (4). 
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2.3. Filaminler ve Hücre Motilitesi  

 

Her üç filamin de hücre geliĢimi süresince yaygın olarak ifade edilmektedir. 

YönlendirilmiĢ hücre hareketi hem embriyonik geliĢimde hem de homeostaz için gereklidir. 

Düzensiz ve hatalı hücre göçü, vasküler hastalıklar, kronik inflamatuar hastalıklar, tümör 

oluĢumu ve metastaz dâhil birçok patolojik süreçlere yol açar. Filaminler, polarize olmuĢ 

hareketli hücrelerin hem ön hem de arka kenarlarında yerleĢerek, aktin sitoskeleton yapısının 

yeniden Ģekillenmesini doğrudan doğruya regüle ederler. Böylece hücrelerin sitoplazmik 

çıkıntılarının ileri ve geri çekilme doğasını etkilerler. Mekânsal dağılım, ifade düzeyi ve filamin-

aktin bağlanmasına iliĢkin etkileĢim süreçleri, hücrenin hareketliliği sırasında F-aktin‘in yeniden 

biçimlenmesine ve stabilize olmasına da katkıda bulunabilir. Böylece, filaminlerin hücrenin ön 

veya arka tarafında yer alması, migrasyonun baĢladığı veya bittiği yerde ortak proteinlerin, o 

hücrenin membran bölgelerinde toplanmasına neden olur (4). 

 

 

2.4. Filaminler ve Sinyal Ġletimi  

 

Filaminler sinyal iletimini küçük molekül ağırlıklı GTPazlar ile koordine ederler. 

Ekstraselüler matriks ligandlarına integrin bağladıktan sonra, küçük GTPazlar aktive olur ve 

aktin‘in polimerizasyona yol açar. Bu polimerleĢme, lamellipodia ve filopodia oluĢumu ile 

sonuçlanır. Memeli hücrelerinde aktin-bazlı dinamik hareketli yapılar küçük GTPazlar‘dan olan 

Rho ailesi tarafından düzenlenir. Filamin A, Rac, Rho, Cdc42 ve RalA gibi küçük GTPaz-bağlı 

proteinlerle ve ayrıca GTPazların upstream ve downstream faktörleri ile etkileĢir. Bu etkileĢimler, 

FLNA'nın CT bölgesi içindeki 23. ve 24. tekrarları arasında gerçekleĢir (Ģekil 4). Filamin‘in CT 

bölgesi, integrinlerin sitoplazmik kuyruklarına ve diğer membrana gömülmüĢ glikoproteinlere 

bağlanarak plazma zarında yan yana dizilmiĢtir. Bu etkileĢimler GTPaz aktivitesinin çok hassas 

bir Ģekilde düzenlenmesi ile gerçekleĢir (14,15). 
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ġekil 4. FLNA, hücre hareketliliği sırasında küçük GTPazlar için bir iskelet sağlar. Hareketli 

hücrelerin ön kenarındaki tabakalı membran, FLNA tarafından oluĢturulan aktin demetlerinin ve 

ağlarının toplanması ve yeniden düzenlenmesini içeren bir seri kompleks hareketlerde önemli bir 

rol oynamaktadır. FLNA, aktin filamentlerini çapraz bağlar. Trans membran proteinlerini (ß-

integrinler) ise, küçük GTPazlar (Cdc42, Rho, Rac, RalA) ve bunların upstream (Trio, Lbc, 

FilGAP, RhoGAP) ve downstream (ROCK, PAK1) yöndeki faktörlerine bağlamaktadır (4). 
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2.5. Filaminler ve Transkripsiyonun Düzenlenmesindeki Rolleri 

 

Filaminlerin transkripsiyon üzerinde hem pozitif hem de negatif etkileri vardır. Filaminler 

ile transkripsiyonel aktivitenin düzenlenmesi, filaminlerin sitoplazmadaki transkripsiyon 

faktörlerinin aktivasyonu veya inaktivasyonu yoluyla gerçekleĢir (Ģekil 5).  

 Hücre sitoplazmasında FLNA‘nın PEBP2β/CBFβ, PEBP2/CBF gibi transkripsiyon 

faktörlerinin heterodimerik bir altbirime veya p73 gibi bir transkripsiyon düzenleyicisine 

bağlanması, transkripsiyonel baskıyı gösterir ve bu molekülleri sitoplazmada tutar (16, 17). Diğer 

yandan reseptöre gelen sinyallerin alınmasıyla birlikte, FLNA'nın, SMAD2 ve SMAD5 gibi diğer 

transkripsiyon faktörleri ile olan etkileĢimi de, pozitif yönde reseptör-bağımlı olarak indüklenen 

fosforilasyonu ve dolayısıyla SMAD moleküllerinin da hücre çekirdeğindeki birikimi düzenler 

(18). Ġlginçtir, hüre içindeki bütün FLNA'nın sadece küçük bir fraksiyonu insan deri fibroblast ve 

HeLa (Henrietta Lacks) kanser hücrelerinin çekirdeğinde bulunmuĢtur. DNA hasarında önemli 

bir rolü olan tümör süpresör gen BRCA2 ile FLNA‘nın nükleus içinde etkileĢiminin olması da 

sitoskeletal sinyal ileti yolağının, DNA hasarından sorumlu olan yolaklar ile bağlantılı olduğu 

göstermiĢtir. (19). Bu beklenmedik bulgu, FLNA'nın, çekirdeğin transkripsiyon faktörlerini 

etkileyebileceği ihtimalini arttırmaktadır. Ayrıca FOXC1‘in transkripsiyonel aktivitesinin 

düzenlenmesi sırasında, hem FLNA hem de transkripsiyonu düzenlemede görevli moleküllerden 

PBX1 ile çoklu etkileĢimlerde bulunması da keza sitoskeletal sinyal ileti yolağının, DNA 

hasarına sebep olan yollardan biri olduğunu göstermiĢtir (20). Tam uzunluğunda olan 

(kesilmemiĢ) FLNA, verimli bir Ģekilde PBX1'i çekirdeğe taĢır ve FOXC1-PBX1 transkripsiyon-

inhibisyon kompleksi oluĢur. Bununla birlikte, FLNA'nın nükleer transportu hala tartıĢmalıdır. 

 Androjene bağımlı prostat kanseri hücrelerinde, kalpain bölünmesiyle üretilen 90 kDa'lık 

bir proteolitik FLNA fragmanı çekirdeğe yerleĢirken, androjene bağımlı olmayan alt hücre 

hattında FLNA parçalanamaz ve sitoplazmada kalır (21). Saptama sınırının altında olan az 

miktarda tam uzunlukta FLNA'nın çekirdekte olup olmadığı henüz bilinmemektedir. Çekirdekte 

parçalanmıĢ FLNA'nın gözlenmesi, kalpainle parçalanmıĢ FLNA parçasının, cinsel farklılaĢmayı 

düzenleyen ve bir transkripsiyon faktörü olan androjen reseptörünün (AR) nükleer 

translokasyonunu kolaylaĢtırdığı bulgusu ile tutarlıdır. FLNA fragmanının nükleus içindeki 
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varlığı, AR'nin interdomain etkileĢimlerini ve koaktivatör bağlanmasını etkiler ve böylelikle de 

AR'nin transaktivasyon aktivitesini baskılar (22, 23). 

 

 

 

ġekil 5. FLNA ve nükleer proteinler arasındaki etkileĢimler için önerilen Ģematik model.  

FLNA, sitoplazmada PEBP2-ß ve p73a'yı tutar, böylece bunların nükleer translokasyonunu ve 

transkripsiyonel aktivitesini inhibe eder. Kalpain bölünmesiyle üretilen FLNA'nın proteolitik 

kısmı AR ile nükleer bir ön baĢlatma kompleksi oluĢturur ve AR trans-aktivasyonunu baskı altına 

alır. Tam uzunlukta olan FLNA, PBX1'in nükleusa taĢınmasını arttırır. Çekirdekteki 

FOXC1/PBX1 inhibitör kompleksi için bir iskelet ortamı sağlar ve böylece FOXC1'i inaktif hale 

getirir. FLNA, SMAD proteinini fosforilleyerek nükleusa taĢınmasını kolaylaĢtırır (4). 

 

 

 

 



 

 15 

2.6. Kalpain ve Kalpeptin 

 

Kalpainler, kalsiyum bağımlı, lizozomal olmayan bir sistein proteaz ailesidir (Ģekil 6) ve 

insanda 14 tane kalpain çeĢidi çok iyi bilinmektedir (Ģekil 7). Yapı ve fonksiyona göre, kalpain 1 

(μ-kalpain) ve kalpain 2 (m-kalpain) iyi karakterize edilmiĢtir (24). Normal hücresel 

fonksiyonlarda (hücre hareketliliği, hücre döngüsü, otofaji ve apoptoz) ve patolojik süreçlerde 

(tümörigenez, kanser metastazı ve nörodejeneratif hastalıklar) kalpainlerin kritik rolleri vardır ve 

bu fonksiyon ve süreçleri destekleyecek birçok deneysel ve klinik çalıĢma bulunmaktadır (24, 

25). Örneğin insan kolorektal kanserinde, kalpain 2'nin aĢırı eksprese olduğu saptanmıĢtır (26). 

BaĢka bir çalıĢmada da kalpain 1 ekspresyonu artmıĢ schwannomalar ve meningiomların olduğu 

bildirilmiĢtir (27). Bununla birlikte, prostat kanseri sonuçları halen tartıĢmalıdır (28,29). FLNA, 

kalpain 1 ve 2‘nin doğal bir substratıdır. FLNA‘nın H1 bölgesinden kalpain tarafından kesilmesi 

sonucunda, 170 ve 110 kDa'lık iki fragman oluĢur. H2 alanını da içeren 110 kDa‘lık fragmanı 

tekrar H2 bölgesinden kesildiğinde 90 kDa'lık fragman elde edilir ki bu fragmanın hücre 

çekirdeğine translokasyon yaptığı saptanmıĢtır (21). FLNA ile androjen reseptörün (AR) 

etkileĢim sürecinde, ġekil 5‘de de tartıĢıldığı üzere, uzun vadeli androjen yoksunluğunda, 

androjene duyarlı prostat kanseri hücrelerini, kesilmiĢ olan FLNA fragmanı, AR-negatife 

dönüĢtürebilir. Bu da daha agresif ve androjenden bağımsız bir bozukluğa neden olabilir. Bu 

durum kalpain 2'nin aktivasyonunu arttırarak daha fazla eksprese olmasına sebep olur. 

Dolayısıyla, kalpain 1/2 inhibitörü ile kombine edilecek olan androjen yoksunluğu, prostat 

kanserinin progresyonunu önlemek veya geciktirmek için yeni bir terapötik strateji sağlayabilir. 

 Nitekim Liu T ve arkadaĢları tarafından yapılan çalıĢmada insan prostat kanseri 

hücrelerinde, uzun süreli androjen yoksunluğu oluĢturmuĢlar ve bu androjen yoksunluğunun 

kalpain 1‘in değil, Filamin A'nın ve kalpain 2'nin aĢırı ekspresyonuna neden olduğunu 

göstermiĢlerdir. Dolayısıyla, kalpain 2‘nin aĢırı ekspresyonuna bağlı olarak FLNA
CT

 üretiminin 

de arttığını, bu artıĢın kalpeptin ile inhibe edilebildiğini ifade etmiĢlerdir (29,30,31). Ayrıca hücre 

içinde FLNA regülasyonunun azalması, mitojen ile aktive olan protein kinaz, hücre dıĢı sinyalle 

düzenlenen kinaz- kaskad yoluyla, kalpain aktivitesini arttırır ve fokal adezyon (FA) 

proteinlerinin bölünmesini uyarır. Kalpain sitoplazmik bir sistein proteazdır ve aktivitesi için 

kalsiyum iyonlarına gereksinim duyar. Fizyolojik fonksiyonu halen tam olarak anlaĢılmamıĢ 
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olmasına rağmen kalpain‘nin sinyal iletimi, hücre proliferasyonu, hücre döngüsünün ilerlemesi, 

farklılaĢma, apoptoz, membran füzyonu ve trombosit aktivasyonu gibi çeĢitli kalsiyum ile 

düzenlenen hücresel süreçlerde rol oynadığı bilinmektedir (32-36). Doku örneklerine, 

dietilaminoetil kolon kromatografisi ile ayırma iĢlemi uygulandığında, iki kalpain aktivitesi tespit 

edilir. Bunlar; memelilerdeki iki geleneksel kalpain türüne karĢılık gelen µ-kalpain ve m-

kalpain‘dir. Bu kalpainlerin kalsiyuma olan duyarlılıklarının farklı olduğu belirtilmiĢ olup, in 

vitro koĢullarda yapılan denemeler sonucunda, kalsiyum duyarlılıklarının, sırasıyla litrede 

mikromol ve milimol Ca
2+

 civarında olduğu saptanmıĢtır. Bu kalpainler, büyük bir 80 kDa 

katalitik altbirim (80kDa CAPN1 ve CAPN2 tarafından kodlanmıĢ) ve ortak bir 30 kDa 

düzenleyici altbirimden (30kDa, CAPN4 tarafından kodlanmıĢ) oluĢan heterodimerlerdirler. 

80kDa ve 30kDa sırasıyla dört (I-IV) ve iki (V ve VI) domain içerir. II nolu proteaz domeyni 

diğer sistein proteazları gibi (B ve L katepsinlerde olduğu gibi), substrat bağlayıcı yarığı bulunan 

iki alt domain (IIa ve IIb) içerir (37-40). Kalpain, sitozolde inaktif bir enzim olarak bulunur ve 

hücresel Ca
2+

 düzeyindeki artıĢa yanıt olarak membranlara translokasyon yapar. Membranda 

kalpain, Ca
2+

 ve fosfolipidlerin varlığında etkinleĢtirilir. Domain I'in otokatalitik hidrolizi, 

aktivasyon sırasında gerçekleĢir ve sonuç olarak 30 kDa ve 80 kDa birimlerine ayrılır (Ģekil 8). 

 AktifleĢmiĢ kalpain (80 kDa birimi), substrat proteinlerini membranlarda veya 

membranlardan serbest bırakıldıktan sonra sitozolde hidroliz eder (41). Ca
2+

 yokluğunda, iki 

proteaz alt birimi IIa ve IIb, alan etkileĢimi tarafından dayatılan yapısal kısıtlamalarla 

birbirlerinden ayrılır. Ca
2+

 ile indüklenen yapısal değiĢiklikler, aktivasyon için bir iĢlevsel 

katalitik bölge oluĢturmak için ön Ģarttır (37,38,39,42). m-kalpain'de en az üç farklı Ca
2+

 

bağlanma bölgesi mevcuttur, ikisi kalmodulin benzeri bölgeler IV ve VI, üçüncüsü ise asidik 

halka bölgesinde C2 benzeri domain III'te ve proteaz II bölgesinde bulunmaktadır (39,40,42). 
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ġekil 6. Ca
2+

 içermeyen insan m-kalpain molekülünün üç boyutlu yapısı (43). 
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ġekil 7. Ġnsan kalpain aile üyelerinin altbirim yapıları (43).  
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ġekil 8. Kalpain'in Ca
2+

 ile aktivasyon mekanizması (43). 

 

  

ġelik 9. Kalpeptin, bir kalpain 1 (μ-kalpain) ve kalpain 2 (m-Kalpain) inhibitörüdür (44). 

 

Kalpeptin hücre membranından geçebilen, kalpainleri spesifik olarak inhibe etmek ve 

fizyolojik rollerini değerlendirmek için geliĢtirilmiĢ etken bir kimyasaldır (45). Kalpeptinle ilgili 

olarak yapılan birçok çalıĢmada, kalpeptin‘in hücre membranından kolayca geçebildiği, kalpain 1 

ve 2‘yi spesifik olarak inhibe edebildiği, diğer kalpain inhibitörlerine kıyasla daha az sayıda 

farklı proteinle etkileĢime girdiği ve çok düĢük IC50 (5-8 nM) değerine sahip olduğu bilgileri 

mevcuttur (6,7,46,48). Bütün bu avantajları nedeniyle kalpeptin, bu çalıĢmamız için uygun bir 

kalpain inhibitörü olarak görülmüĢ ve seçilmiĢtir. 

 

  

   



 

 20 

 

Sonuç olarak filaminler üzerine yapılan birçok çalıĢmada, FLNA'nın iĢlev ve ifadesine 

odaklanılmıĢtır fakat FLNA'nın bölünmesinin önemi ve tümör hücrelerinde FLNA
CT

 üretiminin 

önemi hakkında daha az bilgi bilinmektedir. Buna ek olarak FLNA
CT

'nin, tümör hücresinin 

migrasyonu, invazyonu ve proliferasyonundaki spesifik rolü hakkında çok az bilgi vardır ve net 

değildir. Biz bu çalıĢmamızda FLNA
CT

'nin daha önce çalıĢılmamıĢ olan insan ve fare kanseri 

hücrelerindeki iĢlevini araĢtırarak literatüre yeni bilgiler kazandırdık. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM      

 

3.1 AraĢtırmanın Tipi 

Deneysel nitelikte bir araĢtırmadır.   

 

3.2 AraĢtırmanın yeri ve zamanı  

 

AraĢtırma, 2014 Nisan ayında baĢlayarak, 2017 Aralık ayına kadar sürmüĢtür. 

AraĢtırmanın deneysel bölümü Göteborg Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyokimya ve Hücre 

Biyoloji Anabilim Dalında gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

3.3 AraĢtırma Evreni ve Örneklemi/ ÇalıĢma Grupları 

 

AraĢtırmada A7 (Ġnsan Melanoma), PC3 (Ġnsan prostat kanser), T241 (Fare fibrosarkoma) 

ve MS1 (Fare endotel) hücre hatları kullanılmıĢtır. 

ÇalıĢma grupları:  

1. Deney grubu (Kalpeptin eklenmiĢ olan gruplar)  

2. Kontrol grubu (DMSO eklenmiĢ olan gruplar) 

 

3.4 ÇalıĢma Materyali  

 

  AraĢtırmada A7 insan Melanoma hücre hattı için Eagle's Minimum Essential Medium 

(EMEM), T241 fare fibrosarkoma ve PC3 insan prostat kanser hücre hattı için RPMI-1640 ve 

MS1 fare endotel hücre hattı için Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) ortamı 

kullanıldı. Kalpeptin Sigma-Aldrich‘den temin edildi. 
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3.5 AraĢtırmanın DeğiĢkenleri 

 

 

 Kalpain ve FLNA kesilmesinin engellenmesi araĢtırmanın bağımsız, hücrelerin 

proliferasyonu, migrasyonu, invazyonu ve koloni oluĢturması ise bağımlı değiĢkenleridir. 
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3.6. Veri Toplama Araçları 

 

3.6.1. Hücre Çözülmesi 

 

       -18
o
C de tutulan hücreleri çözmek için aĢağıdaki iĢlemler yapıldı; 

 

1. Ekimden önce 1 mL/5 cm
2
 hacimdeki kültür ortamı 37º C‘ de, %5 CO2 içeren inkübatörde 

(Thermo Scientific Incubator / Forma Stericycle CO2) en az 30 dakika süreyle bekletildi, 

2. Hücreler 37º C sıcaklıktaki su banyosunda hızlıca çözüldü, 

3. Hücre süspansiyonu üzerine serumlu ortam eklenip pipetleme yapıldı, 

4. Hücre sayımı yapıldı, 

5. Önceden kültür kaplarında (25 lik flask) inkübatörde bekletilen ortamlar üzerine 

5000/cm
2
 yoğunlukta ekim yapıldı. 

6. Faz kontrast mikroskobunda (Olympus, CK40) incelendikten sonra inkübatöre konuldu. 

7. Kültür ortamı ekimin ertesi günü ve ardından gelen iki günde bir taze kültür ortamıyla 

değiĢtirildi.  

 

 

3.6.2. Hücre Kültürü 

 

ÇalıĢmada A7, PC3, T241 ve MS1 hücre hatları (ATCC) kullanıldı. A7 insan melanoma 

hücre hattı, Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM), %10 FBS, %1 glutamine, %1 

Penisillin/streptomysin ve 10 mM HEPES ile kültüre edilldi. PC3 insan prostat kanser hücresi 

RPMI-1640, %10 FBS, %1 glutamine, %1 Penisilin/streptomysin, 10 mM HEPES ve 1 mM 

sodium pyruvate ile kültüre edilldi. MS1 fare endotel hücre hattı Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium (DMEM), %5 FBS, %1 glutamine, %1 Penisillin/streptomysin ile kültüre edilldi. T241 

fare fibrosarkoma hücre hattı RPMI-1640, %10 FBS, %1 glutamine, %1 Penisillin/streptomysin 

içeren ortamda kültüre edilldiler. Hücre kültürü iĢlemleri biyogüvenlik 2 düzeyinde laminer 

kabinet (Thermo Scientific Cabinet / MSC1.2) içerisinde yapılırken, hücreler 37º C‘de, %5 CO2‘li 

inkübatörde (Thermo Scientific Incubator / Forma Stericycle CO2) uygun zaman aralıklarında (2 

günde bir) çoğaltıldı. Hücreler %70 yoğunluğa ulaĢtıklarında pasajlama iĢlemi yapıldı ve 
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hücreleri kaldırmak için % 0.05 / % 0.02 oranında Tripsin/EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit, 

Biological industries, 03-051-5B) çözeltisi kullanıldı. 

 

 

3.6.3. Hücre Sayımı ve Canlılık Testi 

 

         Kültürde üretilen hücrelerin ortamları uzaklaĢtırılıp ve 1X PBS (Phosphate Buffered Saline) 

ile iki kere yıkama yapıldı. 1X Tripsin-EDTA solüsyonu ile hücreler kaldırılıp, elde edilen hücre 

süspansiyonundan 50 μl alınarak tripan mavisi (Biological industries, 03-102-1B) ile 

karıĢtırıldıktan sonra hücreler Neubauer lamında 10 farklı alanda hemositometrik olarak sayılarak 

yaklaĢık hücre sayısı bulundu (ġekil 10). 50 μl hücre süspansiyonu için, 100 μl 1X PBS ve 100 μl 

tripan mavisi kullanıldı. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 10. Hemositometrik olarak hücre sayımında kullanılan Neubauer lamı görüntüsü  
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3.6.4. Westen Blot (Ġmmünoblot) Deneyleri  

 

 

 Hücreler 75‘lik flasklarda, 1x10
6
 hücre olacak Ģekilde kültüre edildikten sonra, buz 

üstünde ortamları uzaklaĢtırıldı ve iki kez PBS ile yıkandı. Ardından tekrar PBS eklendi ve 

santrifüj yapıldıktan sonra PBS tamponu uzaklaĢtırıldı. Hücrelerin üzerine 600 µL lizis tamponu, 

200 µL fosfataz inhibitörü ve 200 µL proteinaz inhibitörü eklendi ve pipetaj yapıldı. Ardından 

30-60 dakika +4 
0
C de vortekslenip, 14000 rpm de 10-15 dakika santrifüj yapıldıktan sonra, 

süpernatantın protein içeren kısmı yeni tüplere aktarıldı ve -20 
o
C de western blot deneyleri için 

bekletildi. 

  

 Western Blot Yönteminin Ġlkesi: Western blot jelde ayırımı yapılmıĢ proteinlerin 

membrana emdirilerek ilgilenilen proteinin radyoaktif izotopla ya da flouresan boya iĢaretlenmiĢ 

özel antikor yardımıyla membran üzerinde belirlenmesidir. Jel bir nitroselüloz veya PVDF 

(poliviniliden flüorür) zarının yanına yerleĢtirilir ve bir elektrik akımı proteinlerin jelden 

membrana göç etmesine neden olur. Western blot tekniği, kompleks karıĢım içinden spesifik bir 

proteinin tanınması ve bu protein hakkında kalitatif ve semikantitatif veri elde edilmesinde 

kullanılır. 

 

Western Blot Uygulama Basamakları:  

 A. Hücre ekstraktı hazırlama: Hücre kültüründen alınan örneklerin besi ortamı 

uzaklaĢtırılır ve soğutulmuĢ PBS ile yıkanır. Üzerine örnek tamponu eklenerek (50 mM Tris-HCl, 

pH 7.9, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1 mM PMSF, 1 mM DTT, 5 μg/mL Aprotinin, 5 μg/mL 

Leupeptin, 5 μg/mL Pepstatin ) ; 

A) Hücre ekstraktları hazırlanır. 

B. Protein Ölçümü yapılır. 

C. SDS-PAGE Jelleri Hazırlanır. 

1. Ġstenilen konsantrasyonda ayırıcı jel için monomer karıĢımı, aĢağıdaki tabloda özetlenmiĢtir. 
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Tablo1. Ayırıcı (separating) Jel Ġçeriği. 

 

2. KarıĢım hazırlandıktan sonra jel kasete dökülür ve jelin yüzeyi izopropanol ile kaplanır. 

3. Ardından 45-60 dakika polimerize olması için beklenir. 

4. Jel yüzeyindeki izopropanol atılır. 

 

 

Tablo 2. Paketleyici (stacking) Jel Içeriği. 
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5. Paketleyici jel için yukarıdaki tablo izlenerek monomer karıĢımı hazırlanır. 

6. Jel döküldükten sonra polimerize olmayan karıĢıma, jel tarakları dikkatli bir biçimde 

yerleĢtirilir. 

7. Jelin polimerizasyonu için 45-60 dakika beklenir 

 D. Örneklerin Hazırlanması 

1. Protein örnekleri 10-40 μL içinde yaklaĢık 10-40 μg olacak biçimde, en az 1:4 oranında örnek 

tamponu ile karıĢtırılır. 

2. 95 °C‘de 2-4 dakika (veya 70 derecede 15 dakika veya 100 °C‘de 1 dakika ) tutulur. 

E. Elektroforetik Yürütme 

1. Örneklerin yüklenmesi ardından sistem kapatılır ve elektrotlar bağlanır . 

2. Örnekler ayırıcı jele girinceye kadar düĢük akımda 100 Volt gerilim uygulanır. 

3. Örneğin ayırıcı jele geçmesinin ardından gerilim 150-200 Volt‘a çıkarılır. 

4. Voltaj değiĢimleri ilk denemelerde izlenir ve not alınır. 

5. Yürütülen jelde brom fenol mavisi, jelin alt kısmına varınca akım kesilir ve jel tanktan 

uzaklaĢtırılır. 

F. Semi-Dry Transfer 

1. Transferde kullanılacak membran 10 dakika metanol ile muamele edilir. 

2. Filtre kâğıtları Towbin transfer tamponu ile ıslatılmak için mumele edilir. 

 

 

Tablo 3. Towbin Transfer Tamponu. 
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3. 2 adet filtre kağıdı en altaki kısma yerleĢtirilir ve üzerine de membran yerleĢtırilir. 

4. Membran üzerine jel konulduktan sonra iki filtre kağıdı membran üzerine konulur. 

5. Membran ve filtre kağıdı arasında hava kabarcığı kalmamasına dikkat edilmelidir. 

6. Bu iĢlemlerin ardından kapaklar kapatılır ve 15 Volt gerilim altında 50 dakika transfer yapılır. 

G. Bloklama 

1. Transferin ardından membran oda sıcaklığında 1 saat %5‘lik süt tozu (%0.1‘lik Tween 20 

içeren PBS ile hazırlanır) yani bloklama çözeltisi içinde ve çalkalayıcı üzerinde tutulur. 

2. Ardından membran 3 kez bloklama çözeltisi ile 10 dakika süre ile çalkalayıcı üzerinde yıkanır. 

H. Birincil antikor ile inkübasyon 

1. Birincil antikor önerilen dilisyonda, membranın içinde olduğu çözeltiye eklenir ve 4-48 saat 

(süre her antikor için farklıdır) +4 
0
C de yine çalkalayıcı üzerinde inkübe edilir. 

2. Ardından membran 3 kez bloklama çözeltisi ile 10 dakika süre ile çalkalayıcı üzerinde oda 

sıcaklığında yıkanır. 

Ġ. Ġkincil antikor ile inkübasyon 

1. ĠĢaretlenmiĢ ikincil antikor bloklama çozelti içinde bulunan membrana eklenir ve 1 saat oda 

sıcaklığında inkübe edilir. 

2. Bu aĢamanin ardından membran 3 kez bloklama çözeltisi ile 10 dakika süre ile çalkalayıcı 

üzerinde oda sıcaklığında yıkanır. 

J. ECL (enhanced chemiluminescent) ile görüntüleme 

Horseradish peroksidaz enzimi ikincil antikora bağlıdır ve ECL çözeltisi içinde olan lumigen PS-

3 substratını katalizler. Katalizlenen reaksiyonun sonucunda luminol açığa çıkar ve bu da ıĢımaya 

yol açar. Açığa çıkan ıĢıma, özel filmler ile saptanır (49,50). 
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ġekil 11. Western blot tekniğinde kullanaılan aparatlar (51). 

 

Kalpeptin ile 100 µM'lik bir dozda muamele edilen hücrelerde FLNA'nın bölünmesi 

sonucu oluĢan FLNA
CT

'ın üretiminin değiĢip değiĢmeyeceğini belirlemek amacıyla, A7 insan 

melanoma, PC3 insan prostat kanseri, T241 fare fibrosarkoma ve MS1 fare endotel hücrelerinden 

elde edilen protein lizatlarına western blot uyguladık. Kontrol grupları 100 µM DMSO ile 

muamele edildi. Anti-aktin antikorları imünoblotlarda, yükleme kontrolleri olarak kullanıldı ve 

bantların dansitometrik okumalarının kantitasyonundan sonra FLNA
CT

 / ACTIN, p-FLNA / t-

FLNA, p-ERK1/2 / t-ERK1/2 ve p-AKT / t-AKT oranları hesaplandı. Çünkü bu proteinlerin 

toplam miktarları ve fosfatlanmıĢ hallerinin, hücre içi sinyal iletiminde, hücresel proliferasyon, 

farklılaĢma ve hücrenin sağ kalımında çok önemli rolleri olduğu bilinmektedir. Total FLNA (t-

FLNA), FLNA
CT

 ve fosfo FLNA (p-FLNA) Bethyl Laboratories‘dan, Aktin Sigma Aldrich’den 

sağlandı. Fosfo ERK 1/2 (p-ERK1/2), total ERK1/2 (t-ERK1/2), fosfo AKT (p-AKT) ve total 

AKT (t-AKT) antikorları ise Cell Signaling Technology‘den sağlanarak immünoblotlama için 

kullanıldı. 
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3.6.5. Protein Tayini 

 

 3.6.4‘de anlatıldığı Ģekilde elde edilen hücrelerin süpernatantında bulunan proteinlerin 

konsantrasyonlarını belirlemek amacıyla, bisinkoninik asit (BCA) yöntemi kullanıldı. Bu protein 

değerleri, western blotlamada, kuyucuklara yüklenecek olan protein miktarının bilinmesi 

açısından önemli ve gereklidir.  

Yöntemin Ġlkesi: Alkali koĢullarda proteinler, reaktif içindeki Cu
2+

 iyonlarını Cu
1+

 iyonlarına 

indirgerler ve bu durum BCA reaktifinde renk değiĢimi ile gözlenir. 

 

 Protein Tayini uygulama basamakları: 

1. Standart protein olarak sığır serum albumin (BSA) ve kör olarak distile H2O kullanıldı. 

2. Ġlk olarak farklı konsantrasyonlarda (2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25 µg/mL) BSA 

standartları hazırlandı. 

3. BCA (A) reaktifi (bisinkoninik asit içeren) ve % 4 BCA (B) reaktifi (içinde bakır sülfat içeren) 

50:1 oranında karıĢtırılarak hazırlandı. 

4. Standart ve örneklerden 25‘er µL ‗lik miktarlar 96 kuyucuklu bir mikroplağa konuldu. 

5. Standart ve örneklerin üzerine 200 µL 3. aĢamada hazırlanan BCA (A) ve (B) karıĢımından 

eklendi. 

6. 37°C‘de 30 dakika inkübasyon yapıldı. 

7. Plak okuyucuda 562 nm‘de standart ve örneklerin absorbans değerleri okundu. 

8. Elde edilen absorbans değerlerine karĢı standart konsantrasyonu grafiği çizildi ve örneklerin 

total protein konsantrasyonu bu standart grafiğinden yararlanılarak hesaplandı (52). 
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ġekil 12. BCA protein tayini. 

 

 

3.6.6. Migrasyon ve Ġnvazyon Deneyleri 

 

Migrasyon ve invazyon, canlı hücrelerin önemli bir özelliğidir ve normal geliĢim, 

bağıĢıklık yanıtı ve kanser metastazı ve inflamasyon gibi hastalık süreçleri için kritik önem taĢır. 

Hücre migrasyon ve invazyon inceleme yöntemleri, kanser biyolojisi, immünoloji, vasküler 

biyoloji, hücre biyolojisi ve geliĢim biyolojisi gibi geniĢ biyomedikal araĢtırmalar için çok yararlı 

ve önemlidir.  

 Transwell hücre göçü ve invazyon testi, hücre motilitesinin ve invazivliğinin bir kemo 

çekici gradyana karĢı kapasitesini ölçer. Böylece hücrelerin migrasyon ve invazyon güçleri 

hakında bilgi sağlanmıĢ olur. Bu bilgi, kanser hücrelerinin davranıĢlarını anlamak açısından çok 

önemlidir (53). Hücre invazyonu, hücre migrasyonuna benzer. Aralarındaki en önemli fark, 
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invaze olan hücreler bir bazal membrandan veya ekstra sellüler matriksten geçerek göç ederler. 

Migrasyon ve invazyonun bilinmesi, tümör hücrelerinin metastaz süreçleri hakkında önemli 

bilgiler elde etmemizi sağlar (54). 

 

Yöntemin Uygulaması: 

Bu analizler için transwell sistemi kullanılmıĢtır. Bu sistemde, alt haznede yüksek 

serumlu ortam bulunduğundan üst kuyuya (transwell) ekilen ve serumsuz ortamda büyütülen 

hücreler, delikli yapıdan aĢağıya inebilirler. Delikli yapının üzerine matrijel (hücre dıĢı matriks 

benzeri) konduğunda ve hücreler alt hazneye geçtiklerinde invazyon özellikleri, matrijel olmadan 

hareket ettiklerinde ise migrasyon özellikleri test edilmiĢ olur (BD Biosciences). Matrijel (BD 

Biosciences) zemin membranı olarak kullanılmaktadır ve Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) 

sarkomadan üretilmiĢtir. Matrijel, hem zemin bileĢenlerini (kolajenler, laminin ve 

proteoglikanlar), hem de matriks parçalayıcı enzimler ve bu enzimlerin inhibitörlerini, ek olarak 

da büyüme faktörlerini içerir.  

Hücreler, tripsin EDTA ile kaldırılıp santrfüj edildikten sonra, %1 FBS içeren kültür 

ortamı içinde 5x10
5
 hücre/mL yoğunluklu olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır. Transwell plağın 

(Costar, SIGMA) üst bölmesine 100 µL hücre süspansiyonu, plakanın alt bölmesine ise %10 FBS 

içeren tüm besiyerinden 600 µL eklenmiĢtir. Hücreler, 37°C sıcaklıktaki CO2 inkübatöründe 16 

saat inkübe edildikten sonra 24-kuyucuklu plaktan transweller çıkartılarak, üst yüzeydeki göç 

etmemiĢ hücreler kazınmıĢtır. Ardından transweller Giemsa solüsyonu ile boyanarak, göç etmiĢ 

olan hücreler ıĢık mikroskobu altında sayılmıĢtır. Ġnvazyon deneyleri için ise aynı sistem matrijel 

dökülüp (delikli membranın üzerine), bir gece boyunca donmasını bekledikten sonra yukarıdaki 

iĢlem basamakları tekrarlanmıĢtır. Migrasyon ve invazyon iĢlemleri aĢağıda özetlenmiĢtir: 

 

 

Migrasyon iĢlem sırası 

1. Membran çemberlerin 24 kuyucuklu plakae yerleĢtirilmesi 

2. 2,5 x 10
5
 hücre, 300 µL serum içermeyen medium ile çemberin içine eklenmesi 

3. 750 µL serumlu ortamın alt çemberin altına eklenmesi 

4. 37 
0
C de 12-16 saat inkübasyon 
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5. Mediumun uzaklaĢtırılması ve 2 x PBS ile yıkama 

6. 2 saat oda sıcaklığında formaldehit ile fiksasyon 

7. Formaldehiti uzaklaĢtırmak ve 2x PBS ile yıkamak 

8. 20 dakika oda sıcaklığında %100 metanol ile hücrelerin permeabilizasyonu 

9. Metanolün uzaklaĢtırılması ve 2x PBS ile yıkamak 

10. Giemsa ile boyamak ve 15 dakika oda sıcaklığında bekletmek 

11. Giemsa‘nın uzaklaĢtırılması ve 2x PBS ile yıkamak 

12. Çemberin iç kısmından göç etmemiĢ olan hücreleri uzaklaĢtırmak ve dıĢ kısmında kalan 

hücreleri ıĢık mikroskobu altında saymak. 

Ġnvasyon iĢlem sırası: 

1. Membran çemberlerin 24 kuyucuklu plaka yerleĢtirilmesi 

2. 100 µL matrigel serum içermeyen ortamda çember içine eklenmesi ve gece boyu 37
0
 C de 

inkübasyonda tutulması. 

3.  Migrasyon iĢlemi sırasındaki 2. aĢamadan sonra uygulanan basamakların aynısı 

tekrarlanır.  

 

ġekil 13. Migrasyon ve invazyon deneylerinde kullanılan transwell aparatları (55).  
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3.6.7. Koloni OluĢturma Deneyleri 

 

 Yöntemin Ġlkesi: Klonojenik test veya koloni oluĢum testi, tek bir hücrenin bir koloni 

halinde büyüme yeteneğine dayanan, in vitro hücre sağkalım testidir. Koloni, en az 50 hücre 

içeren hücre topluluğu olarak tanımlanır. Test, esas olarak, "sınırsız" bölünme kabiliyetine sahip 

olması nedeniyle popülasyondaki her hücrenin koloni oluĢumunu saptar. Hücrelerin yalnızca bir 

kısmı koloni üretme kapasitesini korur. Farklı ilaçların/kimyasal ajanların kullanılmasından önce 

ve sonra, hücreler uygun dilüsyonlarla ekilir ve 1-3 haftalık bir süre içindeki koloni oluĢturma 

süreçleri gözlenir (56). 

 

 Yöntemin aĢamaları: Hücreler, 24 kuyucuklu plakanın her kuyucuğunda 1000 hücre 

olacak Ģekilde hazırlandı. Sigma protokolüne uygun olacak Ģekilde; üst agar %4 ve alt agar %6 

içeren PBS ile hazırlanıp, hücreler üstteki agarda yer alacak Ģekilde konuldu. Agar donduktan 

sonra 500 µL medium eklenip, 4 hafta boyunca 37 
o
C sıcaklıkdaki inkübatörde bekletildi. Üst 

medium her hafta yenilendi ve dördüncü haftada hücreler, ıĢık mikroskobu altında koloni olarak 

incelenip sayıldı. 

 

ġekil 14. Koloni OluĢturma. 
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3.6.8. Hücre Proliferasyon Deneyleri (MTT) 

 

 Yöntemin Ġlkesi: MTT yöntemi, sağlam hücre mitokondrilerinin MTT boyasının 

tetrazolium halkasını parçalayabilmesi ilkesine dayanmaktadır. Tetrazolium halkasının 

parçalanması sonucu soluk sarı renkli MTT boyası koyu mavi-mor formazan ürününe 

dönüĢmektedir. Sonuç olarak canlı ve mitokondri fonksiyonu bozulmamıĢ hücreler mor renkte 

boyanmakta, ölü ya da mitokondri fonksiyonu bozulmuĢ hücreler boyanmamaktadır (57).  

 

Hücre proliferasyon analizi, MTT Cell Proliferation Assay Kit (Life Sciences) 

protokollerine uygun olarak standart 96 kuyulu plaklarda yapıldı. 100 µL, 50 × 10
3
 hücre, %10 

serumlu ortamda 3 tekrar ile 96-kuyucuklu plakta gece boyu inkübe edildi. Sonraki gün ortamı 

değiĢtirildi ve 15 µL boya solüsyonu her kuyuya eklendi ve 4 saat inkübe edildi. Ġnkübasyon 

sonrası her kuyuya 100 µL solubilizasyon/stop çözeltisi eklendi ve gece boyu inkübasyon yapıldı. 

Bu iĢlemlerin ardından 96-well plak okuyucuda 570 nm absorbans değerinde, Promega MTT 

(CellTiter 96® Non-Radioactive Cell Proliferation Assay) protokolüne uygun olarak okundu.  

 

 
 

ġekil 15. MTT testi. 
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3.7. AraĢtırmanın Planı ve Takvimi 

 

Tez çalıĢması için yapılan araĢtırma planı aĢağıdaki Ģekilde 

tablolaĢtırılmıĢtır .  Tez projesi ile ilgili literatür çalıĢması 2014 yılı süresince 

yapılmıĢ olup, malzeme alımı ve deneysel çalıĢmalar 2015 – 2017 yılları  

aralığında tamamlanmıĢtır.  

 

 

         Tablo 4. AraĢtırma planı 
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                           2015                                                         2016                                                        2017 
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ve Malzeme Alımı  

 

x 

 

x 
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Western Blot 

Deneyleri   
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x 
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Hücre Kültürü ve 

MTT Analizi                       
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X 

 

x 

 

x 

 

x 
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Hücre Kültürü ve 

Koloni OluĢturma 

Deneyleri 
                        

 
                      

 

x

  

x x x x 
 
X

  
          

 

Migrasyon ve 
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x
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ÇalıĢmaların 
Toplanması ve 

Ġstatiksel Analiz                                                          
 

x 

 

x 
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x 

 

x 
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x 
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Deney Verilerinin 

Değerlendirilmesi 

ve 
Tezin Yazılması  

                                            
 

        
 

 

x

  

 

x

  

x x x x x 
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 37 

3.8. Verilerin Değerlendirilmesi: 

 

AraĢtırma sonuçlarının istatistik analizi, bağımlı ve bağımsız değiĢkenler arasında non 

parametrik testler (Unpaired two-tailed Student t testi) ile GraphPad Prism 6 programını 

kullanarak değerlendirildi. Veriler ortalama  standart sapma biçiminde gösterildi. 

 

 

3.9. AraĢtırmanın Sınırlılıkları 

 

AraĢtırmamızda bütçe ve zaman sınırlaması söz konusu olmuĢtur. Bütçemiz ve daha fazla 

zamanımız olsaydı, deneyler daha farklı hücre hatlarında yapılabilirdi. Ayrıca deney hayvanları 

ile çalıĢmak ve kanser hastalarından alınacak örnekler üzerinde çalıĢmak da bu konuda çok 

değerli bilgiler elde etmemizi sağlardı. Böylece bizim çalıĢmıĢ olduğumuz farklı hücre 

hatlarından elde edilen bu çok değerli bulgular, deney hayvanı ve insandan elde edilecek bulgular 

ile karĢılaĢtırılarak, kanser tedavilerine iliĢkin daha kapsamlı ve yeni bilgilerin ortaya çıkmasına 

aracı olabilirdi. Eğer bir canlıdan alınan hücreler kullanılsaydı, sonuçları etkileyecek baĢka 

parametreler ve bunların varlığında ortaya çıkan interferanslar için farklı değerlendirmeler 

yapılabilirdi. Ayrıca, kalpeptin dıĢında, daha farklı kalpain inhibitörleri de kullanılabilir, bu 

inhibitörler karĢılaĢtırılabilir ve kalpain için en uygun olan inhibitör derecelendirmesi 

yapılabilirdi. 

  

 

3.10. Etik Kurul Onayı 

 

Bu çalıĢmanın deneysel bölümü Göteborg Üniversitesinde yapılmıĢtır. Göteborg 

üniversitesinde hücre kültürü çalıĢmaları için etik kurul onayı gerekmemektedir. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. Kalpeptin Optimizasyon Deneyleri 

 

 Kalpeptin her hücre hattı için farklı konsantrasyonlarda etkili olabilir. IC50 (half-maximal 

(50%) inhibitory concentration) deneyi için bolum 3.6.8 de açıkladığımız Ģekilde MTT yapıldı. 

Tüm hücre hatlarında kalpeptinin IC50 konsantrasyonunu belirlemek için 6 farklı 

konsantrasyonda (10, 25, 75, 100, 150, 300 µM) kalpeptin denendi. Kontrol gruplarında ise 

sırasıyla (10, 25, 75, 100, 150 300µL) DMSO eklendi. Sonuç olarak 100 µM kalpeptin tüm hücre 

hatlarında IC50 konsantrasyonu olarak belirlendi ve tüm deney gruplarında 100 µM kalpeptin 

kullanıldı. MS1 hücre hattı diğer hücrelerden (A7,PC3, T241) farklı olarak malign hücre 

olmadığından, kalpeptinin kullanıldığı tüm dozlarda IC50 değeri elde edilemedi. Bu farklı dozlar 

arasında kontrol ile MS1 hücresi arasında çok fark bulunmadığı için, MS1 hücresi için de diğer 

hücreler gibi 100 µM kalpeptin konsantrasyonu kullanıldı. Veriler ortalama ± SD değerleri olarak 

gösterildi, n = 3 tekrar yapıldı. 

 

 

ġelik 16. Kalpeptin Optimizasyon Deneyleri 
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4.2. Kalpeptin’le EtkileĢtirilen Hücrelerde FLNA
CT

 Ġfadesi 

 

Kalpeptinin FLNA bölünmesi üzerindeki rolünü incelemek için dört farklı hücre, T241, 

PC3, A7 ve MS1 kullanıldı. FLNA ve FLNA
CT

'nin göreli düzeylerinin kalpeptin tarafından 

etkilenip etkilenmediğini belirlemek için, kalpeptin (100 µM) ile muamele edilen gruplarda ve 

kontrol gruplarında (100 µM DMSO) western blot analizi uygulandı. Kalpeptin ile tedavi edilen 

gruplarda FLNA
CT

 düzeyinin kontrol grubuna göre anlamlı olarak daha düĢük olduğu 

gözlemlendi. Kalpeptin ile muamele edildikten sonra, FLNA
CT

‘nin ekspresyon düzeyleri; A7 

hücrelerinde % 66,6 (P <0,05), PC3 hücrelerinde % 41,9 (P <0,05), T241 hücrelerinde % 43,3 (P 

<0,05) ve MS1 hücrelerinde %60,9 (P <0,01) oranında azaldı. 

Westernblot denemelerinde, p-ERK1/2 / t-ERK1/2, p-FLNA, t-FLNA, p-AKT/t-AKT 

antikorları kullanılmıĢ ve ekspresyon düzeyinde, kontrol grubu ile kalpeptin eklenmiĢ olan 

grupların arasında anlamlı bir fark gözlenmemiĢtir (ġekil 17).  

 

 

            *Kalpetin ( - ) kontrol gruplarını, kalpeptin (+) deney gruplarını göstermektedir. 
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ġekil 17. Kontrol ve kalpeptin ile etkileĢtirilmiĢ hücrelerde (T241, PC3, A7 ve MS1), p-ERK1/2, 

t-ERK1/2, p-FLNA, t-FLNA, FLNA
CT

/Aktin, p-AKT, t-AKT ve aktin westernblot analiz 

sonuçları. Kalpeptin (100 µM) ile muamele edilmiĢ hücreler (T241, PC3, A7, MS1) daha az 

FLNA
CT

 üretir. Veriler ortalama ± SD değerleri olarak gösterilmiĢ, n = 3 olarak alınmıĢtır. 

Unpaired two-tailed Student t testi kullanıldı, * P ˂0.05 ve ** P ˂ 0.01. 
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4.3. Kalpeptin ile EtkileĢtirilen Hücrelerde Ġnvazyon 

 

 Kalpeptinin hücre invazyon üzerindeki etkisini araĢtırmak için, yukarıda tarif edildiği gibi 

T241, PC3, A7 ve MS1 hücrelerinde, yöntem bölümünde anlatıldığı Ģekilde invazyon kiti 

(SIGMA, Costar) kullanıldı. Kalpeptin grupları 100 µM kalpeptin, kontrol grupları ise 100 µM 

DMSO ile muamele edildi. Kalpeptinin varlığında hücre invazyonunun, kontrollere kıyasla 

önemli ölçüde azalmıĢ olduğu saptandı. Hücrelerin kalpeptin ile muamele edilmesi sonucunda, 

kontrol gruplarına kıyasla hücresel invazyonun, A7 hücrelerinde %86,2 (P <0,01), PC3 

hücrelerinde % 29,8 (P <0,05), T241 hücrelerinde % 38,2 (P <0,01) ve MS1 hücrelerinde ise % 

24,3 (P <0,01) oranında azalmıĢ olduğu saptandı (ġekil 18). 
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ġekil 18.  Kalpainin kalpeptin tarafından inhibe edilmesi, hücresel invazyonu azaltır. T241, PC3, 

A7 ve MS1 hücre hatları, 16 saatlik inkübasyonun ardından kontrollere (100 µM DMSO) kıyasla 

daha az invaziv olmuĢlardır. Veriler ortalama ± SD değerleri olarak gösterilmiĢtir ve n = 3‘tür. 

Unpaired two-tailed Student t testi kullanılmıĢ ve * P ˂0.05 ve ** P ˂ 0.01 bulunmuĢtur. 
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4.4. Kalpeptin ile EtkileĢtirilen Hücrelerde Migrasyon 

 

Kalpeptinin hücre migrasyonu üzerindeki etkisini araĢtırmak için, yukarıda tarif edildiği 

gibi T241, PC3, A7 ve MS1 hücrelerinde migrasyon kiti (SIGMA) ile denemeler yapıldı. 

Kalpeptin grupları 100 µM kalpeptin, kontrol grupları ise 100 µM DMSO ile muamele edildi. 

Kalpeptinin varlığında hücre migrasyonunun, kontrollere kıyasla önemli ölçüde azalmıĢ olduğu 

saptandı. Hücrelerin kalpeptin ile muamele edilmesi sonucunda hücresel migrasyonun, kontrol 

gruplarına kıyasla, A7 hücrelerinde % 82,1 (P <0,01), PC3 hücrelerinde % 60,8 (P <0,01), T241 

hücrelerinde % 50,5 (P < 0,01) ve MS1 hücrelerinde ise % 91,3 (P <0,01) oranında azalmıĢ 

olduğu gözlemlendi (ġekil 19). 

 

ġekil 19. Kalpainin kalpeptin tarafından engellenmesi, hücresel migrasyonu azaltmaktadır. T241, 

PC3, A7 ve MS1 hücre hatları, 16 saatlik inkübasyonun ardından kontrollere (100 µM DMSO)  

kıyasla daha az göç etmiĢtir. Veriler ortalama ± SD değerleri olarak gösterilmiĢtir ve n = 3‘tür. 

Unpaired two-tailed Student t testi kullanılmıĢ, * P ˂0.05 ve ** P ˂ 0.01 olarak bulunmuĢtur. 
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4.5. Kalpainin Ġnhibisyonu Hücrelerin Koloni OluĢumunu Azaltır 

 

Kalpeptinin (FLNA bölünmesini engellemesine bağlı olarak), hücrenin koloni oluĢturma 

yeteneği üzerindeki etkisini araĢtırmak için yine T241, PC3, A7 ve MS1 hücreleri kullanıldı. 

Kalpeptinle muamele edilen gruplara 100 µM kalpeptin ve kontrol gruplarına 100 µM DMSO 

eklendi. Dört hafta sonra MS1 hücrelerinin, hem kalpeptin ile etkileĢtirilen hücrelerinde hem de 

kontrol gruplarında herhangi bir koloni oluĢumu gözlenmedi. Oysaki T241, PC3 ve A7 

hücrelerinin kontrol gruplarında büyük kolonilerin oluĢumu gözlenmiĢtir. Ancak bu hücrelerin 

kalpeptinle etkileĢtirildikten dört hafta sonra yapılan incelemelerinde, hiçbirinde koloni oluĢumu 

gözlenmemiĢtir (ġekil 20). 
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ġekil 20. Kalpainin kalpeptin ile inhibe edilmesi, hücrelerin koloni oluĢumunu azaltır.  T241, 

PC3 ve A7 hücrelerinin, kalpeptinle (100 µM) etkileĢtirilmesinden dört hafta sonra, koloni 

oluĢturmadıkları görülmektedir. Veriler ortalama ± SD değerleri olarak gösterilmiĢtir, n = 3‘tür. 

Unpaired two-tailed Student t testi kullanıldı, ** P ˂ 0.01. 
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4.6. Kalpeptin’le EtkileĢtirilmiĢ Hücrelerde Gözlemlenen Hücre Proliferasyonu  

 

FLNA
CT

'nin hücre proliferasyonu üzerindeki rolünü incelemek için yine dört farklı hücre 

türü, T241, PC3, A7 ve MS1 kullanıldı. Tedavi edilen gruplara 100 µM kalpeptin ve kontrol 

gruplarına 100 µM DMSO ilave edildi. Kontrollere kıyasla, kalpeptin ile tedavi edilen gruplarda 

hücre proliferasyonu düzeylerinde anlamlı bir düĢüĢ olduğu gözlendi. Hücrelerin kalpeptin ile 

muamele edilmesi sonucunda, proliferasyon düzeyi, A7 hücrelerinde %86,5 (P <0,01), PC3 

hücrelerinde %60,4 (P <0,01), T241 hücrelerinde %74,1 (P <0,01) oranında azalmaktadır. MS1 

hücrelerinin proliferasyonunda %37,4 (P> 0,05) oranındaki azalma anlamlı değildir (ġekil 21). 

 

 

ġekil 21. Kalpainin, kalpeptin tarafından inhibe edilmesi hücresel proliferasyonu etkiler. 

Kalpeptin (100 µM) ile muamele edilen T241, PC3 ve A7 hücreleri, kontrollere (100 µM DMSO) 

göre daha az prolifere olmuĢtur. Veriler ortalama ± SD değerleri olarak gösterildi, n = 3. 

Unpaired two-tailed Student t testi kullanıldı, * P ˂0.05 ve ** P ˂ 0.01. 
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5. TARTIġMA 

 

 Bu çalıĢmada, FLNA'nın, kalpain tarafından proteolizi, ve proteoliz sonucu üretilen, 90 

kDa'lık FLNA
CT

 fragmentinin, ele aldığımız farklı kanser hücrelerinin, proliferasyon, migrasyon, 

invazyon ve koloni oluĢturmalarında önemli bir rol oynadığını saptadık. Hücrelerin kalpeptin ile 

muamele edilmesi sonucunda, kalpeptinin, kalpaini inhibe ederek FLNA'nın kesilmesini 

engellendiğini ve dolayısıyla da FLNA
CT

 üretimini azalttığını gösterdik ve literatüre yeni bir bilgi 

kazandırdık. Bu inhibe edici etkilerin seviyesi, kanserli ve kanserli olmayan hücreler arasında 

farklıydı.  

 Son yıllarda kalpainleri hedef alan tedavi stratejilerine yönelik çalıĢmaların sayılarında 

artıĢ vardır. Elde edilen son veriler, kalpain aktivitesinin spesifik inhibitörlerle bloke edilmesinin, 

primer tümörlerin geliĢimini ve metastazların oluĢumunu sınırlamak için yeni bir yaklaĢım 

olduğu görüĢündedir. Bu durum, kanser hücresinin migrasyonunu ve invazyonunu baskılayarak 

ortaya çıkar. Hücresel migrasyon ve invazyon, kanser hücresinin büyümesine ve yayılmasına 

sebep olan neo vaskülarizasyonundan sorumludur (24). Bütün bu nedenlerden dolayı, kalpainler, 

potansiyel anti-kanser hedefleri olarak birçok araĢtırmacı tarafından ele alınmaktadır. Kalpain 

sistemini bloke etmenin olumlu etki ve sonuçları, meme (58), kolon (59), pleural mesothelioma 

(60), pankreas (45) ve prostat (61) kanser hücreleri de dahil olmak üzere birçok insan kanser 

hücre çalıĢmasında bildirilmiĢtir. Buna ek olarak yine birçok insan kanser hücresi ile yapılan 

çalıĢmada, kalpainlerin anormal bir Ģekilde eksprese oldukları gösterilmiĢtir (62). Kalpain 

substratları yani kalpainle etkileĢime girebilen moleküller; hücre iskeleti ve iliĢkili proteinleri, 

kinazları ve fosfatazları, zar reseptörlerini ve taĢıyıcıları, steroid reseptörlerini içerir (62). Bizim 

de incelediğimiz insan kanser hücrelerindeki bulgularımız da literatürle uyumlu olarak, 

FLNA‘nın bir kalpain substratı olduğunu gösterdi. Ayrıca ve yeni bir bilgi olarak, FLNA'nın 

kesilmesinin, çalıĢmamızda kullandığımız kanser hücrelerinin davranıĢına aracılık ettiğine dair 

kanıtlar elde etmemizi sağladı.  

 Fare embriyonik fibroblast (1) ve endotel hücrelerinde (3) yapılan çalıĢmalarda, FLNA 

kaybının hücresel göçü bozduğu gösterilmiĢtir. Hücresel migrasyon, embriyogenez sırasında 

organları yeniden yapılandırmak ve ayrıca fizyolojik uyaranlara tepki olarak yeniden üretim 

yapmak zorunda olan embriyonik hücreler için önemli bir olaydır. Bu hücreler uygun anatomik 
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bölgelere ulaĢamadığında, organ geliĢiminde, kardiyovasküler sistemde ve iskelet sisteminde çok 

ciddi bozukluklar ortaya çıkar (63). Ġnsanda, FLNA genindeki mutasyonlar, erken embriyonik 

ölüm ve geliĢme komplikasyonları ile iliĢkilidir (64). Filaminin FLNA, FLNB ve FLNC olmak 

üzere üç farklı izoformu vardır. Yapısal olarak, FLNA ve FLNB birbirine benzemektedir, ancak 

bu izoformlardan birinin yani FLNA (63) ya da FLNB (65)‘den birinin kaybı diğeri ile kompanse 

edilemez ve sonuç olarak tek bir FLNA ya da FLNB kaybı embriyonik ölüm ile sonuçlanır. 

FLNB yokluğunda, fare fibroblastlarında (65) FLNA ekspresyonunun artmadığı veya FLNA 

yokluğunda da FLNB‘nin ekspresyonunda bir artıĢ olmadığı gösterilmiĢtir (63).  

 FLNA’nın hem normal hem de kanserli hücrelerde çok büyük bir öneme haiz olması 

nedeniyle, çalıĢma ekibimizde yer alan L. Akyürek ve arkadaĢları tarafından bu konu daha önce 

ele alınmıĢ ve melanoma kanseri hücrelerinde yapılan in vivo çalıĢmalarında, FLNA yokluğu olan 

hücrelerin daha az göç ettikleri gösterilmiĢti (12). FLNA, gerek sitoplazmada bulunan, hücre içi 

sinyal yolaklarını düzenleyen ve gerekse nükleusta bulunan transkripsiyon faktörlerini 

düzenleyen birçok molekülle etkileĢime girmektedir. Bu çalıĢmalarında, transkripsiyon 

faktörlerinden biri olan HIF-1α'nın tümör hücrelerinde FLNA
CT

 ile etkileĢimde olduğu ve 

FLNA
CT‘

nin, HIF-1α'nın nükleusa taĢınmasında aracılık ettiği ve ayrıca nükleus içerisinde 

transkripsiyonel kompleksin bir parçası haline geldiği bildirilmiĢti (12). Ġlginç sonuçlardan biri 

de, kalpain inhibisyonunun VEGF salınımını azalttığı doğrultusundadır. Böylece FLNA ile 

etkileĢime girdiği belirlenen moleküllerin sayısı giderek artmaktadır (4). Bu etkileĢime giren 

moleküller, içinde bulundukları hücre türüne ve farklı uyarılara maruz kalan tümör çevresine 

bağlı olarak farklı seviyelerde eksprese edilirler. Dahası, FLNA ekspresyon seviyesi, kanser 

türüne bağlı olarak da değiĢebilir (66).  

Biz bu çalıĢmada FLNA ile etkileĢime giren hücreye özgü moleküllerden olan kalpainin 

farklı mekanizmalara aracılık eden kanser hücrelerinde sebep olduğu etkileri araĢtırdık. Daha 

önce çalıĢılmamıĢ olan PC3 (insan prostat kanseri), A7 (insan melanoma), T241 (fare 

fibrosarkoma) ve MS1 (fare endotel) hücrelerini kullandık. Bu hücrelerde FLNA‘yı keserek, 

FLNA
CT

 oluĢumunu arttıran kalpaini bloke etmek amacıyla da hücre membranından kolayca 

geçebilen, kalpain 1 ve 2‘yi spesifik olarak inhibe edebildiği bilinen, diğer kalpain inhibitörlerine 

göre daha az sayıda baĢka proteinlerle etkileĢen ve çok küçük IC50 (5-8 nM) değerine sahip 

olduğu bilinen (6,7,46,47,48) kalpeptin‘i inhibitör olarak seçtik. Hücrelerimizde, IC50 değerini 
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100 µM olarak belirlediğimiz kalpeptinin, kalpaini baĢarılı bir Ģekilde inhibe ettiğini ve bu 

inhibisyon mekanizmasının, kanser oluĢum sürecindeki etkilerini gösterdik. 

 Daha önce, Liu T ve arkadaĢları, androjen reseptor (AR)-negatif PC3 insan prostat kanser 

hücrelerinde ve androjen-bağlı prostat kanser hücrelerinde (LNCaP), uzun süreli androjen 

yoksunluğu oluĢturmuĢlar ve bu androjen yoksunluğunun kalpain 1‘in değil, kalpain 2‘nin ve 

FLNA'nın aĢırı ekspresyonuna sebep olduğunu ifade etmiĢlerdir. Kalpain 2‘nin aĢırı 

ekspresyonuna bağlı olarak FLNA
CT

 üretiminin de arttığını göstermiĢler ve kalpeptini, kalpain 2 

inhibitörü olarak kullanmıĢlar ve sonuçta, kalpeptin ve androjen yoksunluğu kombinasyonunu 

prostat kanseri progresyonunu önlemek veya ertelemek için yeni bir tedavi stratejisi olabileceğini 

ileri sürmüĢlerdir (31). 

Kwak ve arkadaĢları tarafından yapılan diğer bir çalıĢmada kalpeptin, baĢka inhibitörler 

ile kıyaslanmıĢtır. Kalpain inhibitörleri olarak; kalpeptin, Z-Leu-Met-H ve leupeptin‘i 

kullanmıĢlardır. Bu çalıĢmalarında Z-Leu-Met-H nin, kalpeptine kıyasla daha yüksek 

konsantrasyonda kullanılması gerektiğini ve geri dönüĢümlü bir inhibitör olduğunu 

saptamıĢlardır. Leupeptin‘in ise hücre geçirgenliğinin çok az olduğunu ve ayrıca da FLNA‘nın 

kesilmesinin inhibisyonunda baĢarılı olmadığını rapor etmiĢlerdir (46). Bir baĢka çalıĢmada da 

yine kalpainin kalpeptin tarafından inhibisyonu ile ilgili sonuçlar, Fujitani ve arkadaĢlari 

tarafındandan gösterilmiĢtir (47). Kalpeptinin baĢarılı bir kalpain inhibitörü olarak 

kullanılabileceği Basse ve arkadaĢları tarafından yapılan çalıĢmada da gösterilmiĢtir. 

AraĢtırmalarında trombosit hücrelerini kullanmıĢlar ve bu hücrelerdeki kalpaini, kalpeptinle 

inhibe ettiklerinde, filaminlerin degredasyonunu da engellemiĢ olduklarını ifade etmiĢlerdir (48).  

Bu araĢtırmaların hiçbirinde ve literatürde, FLNA‘nın kesilmesi sonucu ortaya çıkan 

FLNA
CT

 fragmanının kanser süreçleri ile olan ilgisine dair bir bilgi yoktur. Bizim bu konuyu ele 

almamızın en önemli nedeni, kanser ile igili araĢtırmacılara ıĢık tutacak yeni bilgilerle literatüre 

katkı sağlayacağımıza olan inancımızdır. 

Kanser hücrelerinin en önemli özellikleri, sürekli bölünme yeteneklerinin olması, aĢırı 

prolifere olmaları, kolayca migrasyon ve invazyon yapabilmeleri ve koloni Ģeklinde 

büyümeleridir. Bu nedenle çalıĢmamızda, FLNA
CT

'nin farklı hücrelerdeki [PC3 (insan prostat 

kanseri), A7 (insan melanoma), T241 (fare fibrosarkoma) ve MS1 (fare endotel)] proliferasyon, 

migrasyon, invazyon ve koloni oluĢturma yeteneğindeki rolünü açıklamaya çalıĢtık. Kalpain‘in, 
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menteĢe-1 ve 2 bölgelerinden FLNA'yı kestiği ve FLNA'nın 90 kDa molekül ağırlığındaki 

fragmanının yani FLNA
CT 

nin üretimine yol açtığına iliĢkin literatürde çok sayıda bilgiler 

almaktadır. Bizim hücrelerimiz üzerinde yaptığımız western blot deneyleri de FLNA
CT 

üretiminin 

arttığını göstermiĢtir. Kalpain‘nin kalpeptin tarafından inhibe edilmesi durumunda, FLNA‘nın 

söz konusu menteĢe-1 bölgesinden kalpain tarafından kesilmesi azalacak ya da engellenecektir. 

Nitekim western blot analizinde 90 kDa‘da gözlemlenen FLNA
CT

 bandının oluĢumunda 

saptadığımız azalma, bu düĢüncemizin doğru olduğu göstermiĢtir. FLNA
CT

 nin hücre içine 

transloke olduğu yine birçok çalıĢmada gösterilmiĢ (23), ayrıca çalıĢma ekibimizde yer alan L. 

Akyürek ve ark. (12) ları tarafından da FLNA
CT 

nin, HIF-1ɑ ile hücre çekirdeğine geçiĢine iliĢkin 

bir mekanizma (ġekil 1) önerisi olmuĢtu. Bu nedenle ele aldığımız hücrelerdeki western blot 

deneylerinde, sinyal ileti yollarında etkin rol oynayan p-ERK1/2 / t-ERK1/2 ve p-AKT/t-AKT 

oranlarına ve ayrıca, p-FLNA, FLNA ve FLNA
CT 

düzeylerini inceledik. Kalpeptinle tedavi 

edilmiĢ hücrelerde FLNA
CT

ye ait bantlarda azalma olduğunu saptadık. Ancak p-ERK1/2 / t-

ERK1/2, p-FLNA, t-FLNA, p-AKT/t-AKT antikorları ile yapılan western blot deneylerinde, 

kontrol grubu ile kalpeptin eklenmiĢ olan gruplar arasında anlamlı bir fark gözlemedik. 

Ayrıca, filamin A‘nın fosforillenmiĢ halinin, kanserin geliĢim sürecinde belirteç 

niteliğinde olan hücre proliferasyonu, hücresel migrasyon, invazyon ve koloni oluĢturma 

yeteneğine olan etkisini belirlemek amacıyla, PC3, A7 ve T241 hücrelerinde, p-FLNA 

(fosforillenmiĢ FLNA) için immüno blotlama yaptık ve p-FLNA bandının anlamlı olarak 

değiĢmediği gözledik. Fakat MS1 hücrelerinin immünoblot analizinde görülen p-FLNA 

bandında, kalpeptin ile tedavi edilen gruplara göre anlamlı olarak azalma gözlendi. MS1 

hücrelerinin diğer hücrelerden (PC3, A7 ve T241 kanser hücreleri) farkı, benign fare endotel 

hücreleri olmasıdır. Fosforillenmenin az olması, daha çok FLNA‘nın kesilmeye uğrayacağını ve 

FLNA
CT 

nin artacağını gösterir. Bu da MS1 hücrelerinde, proliferasyon açısından, kalpeptin ile 

kontrol grubu arasında anlamlı bir değiĢiklik olmadığını göstermektedir. Ek olarak, FLNA ile 

ilgili hücre proliferasyonu deneylerinde, FLNA‘nın kesilmesinin engellenmesine bağlı olarak 

FLNA
CT‘

nin üretiminde azalma olduğu ve buna bağlı olarak da T241, PC3 ve A7 hücrelerinde 

proliferasyonun azaldığı görüldü. Bu veriler, kalpeptinin MS1 hücrelerinin proliferasyonunu 

etkilemediğini fakat FLNA‘nın fosforilasyonunu etkilediğini ifade etmektedir. Kalpeptinle 

etkileĢtirilen MS1 hücrelerinde, FLNA‘nın fosforilasyonu azalmıĢ ve bu sebeple de hücrelerin 



 

 51 

proliferasyonunda kontrole kıyasla anlamlı bir fark gözlenmemiĢtir. Sonuç olarak, sadece 

FLNA
CT‘

nin değil FLNA‘nın fosforilasyonundaki azalma da hücre proliferasyonunu 

etkilemektedir. Bununla birlikte, FLNA‘nın fosforilasyonunda değiĢiklik yapılmaksızın, 

FLNA
CT

'nın üretiminde bir azalmanın olması da yine hücre proliferasyon seviyesini azaltmıĢtır. 

BaĢka bir deyiĢle, FLNA’nın fosforilasyon seviyelerindeki artıĢ, kanser hücrelerindeki hücre 

proliferasyonunu azaltmak için yararlı olabilecek çeĢitli mekanizmalardan biri olabilir (Ģekil 22).  

 

ġekil 22. FLNA‘nın kalpain tarafından kesilmesi mekanizmasını göstermek için önerilen Ģema. 

 

ÇalıĢtığımız bütün hücre hatlarında, yine kalpeptin ile muamele edilen gruplarda, 

hücrelerin hem migrasyonunda hem de invazyonunda belirgin bir azalma olduğunu saptadık. 

Migrasyon ve invazyon deneylerinin sonuçları da yine kalpeptinin, kalpain için bir inhibitör 

olarak kullanılmasının, kanser hücrelerinin göç etmelerini ve yayılmalarını engelleyici bir 

kimyasal ajan olabileceğini göstermiĢtir. 

Koloni oluĢturma ile deneylermizde de T241, PC3 ve A7 hücrelerinin kontrol gruplarında 

(100 μM DMSO), büyük koloni oluĢumları görülmüĢ, ancak kalpeptin ilave edilen gruplarda 

(100 μM kalpeptin) koloni oluĢumu gözlenmemiĢtir. MS1 hücrelerinde ise hem tedavi edilen 
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grupta hem de kontrol grubunda hiçbir Ģekilde koloni oluĢumu gözlenmedi. Çünkü MS1 

hücreleri, yukarıda da belirttiğimiz gibi benign endotel hücreleridir.  

Genel olarak, hücre hatlarında yaptığımız in vitro deneylerden elde ettiğimiz sonuçlar, 

kalpeptin ile FLNA‘nın bölünmesinin engellenmesinin, kanser hücrelerinin koloni oluĢturma 

yeteneklerini de engellediğini göstermiĢ olup, karsinogenezin baskılanmasında, kalpeptin‘in 

yararlı bir ajan olabileceğini göstermiĢtir. FLNA'nın, kalpain ile kesimi sonucu meydana gelen 

FLNA
CT

 nin çoğalması ve çekirdeğe taĢınması, hücre proliferasyon, migrasyon, invazyon ve 

koloni oluĢumunda artıĢa neden olmaktadır. Bütün bu verilerden hareketle, FLNA‘nın kesilimesi 

engellenirse yani eğer FLNA
CT

 üretimi down regüle edilirse, hücre proliferasyon, migrasyon, 

invazyon ve koloni oluĢumu azalacaktır. Ayrıca FLNA'nın fosforillenmesi de, kalpaine bağlı 

FLNA kesilmesini önleyebilir. Bu nedenle kanserde kontrolsüz hücre çoğalmasını önlemek için 

hem kalpeptin tedavisi kullanmak hem de FLNA‘nın fosforillenmesini arttırmak daha avantajlı 

bir yöntem olarak değerlendirilebilir. 

Biliyoruz ki, kanser çok karmaĢık bir süreçtir ve kanserin tek bir sinyal yolağı, molekül 

etkileĢimi veya tek bir ilaç ile bastırılması çok zordur. Bu nedenle, daha etkili olan tedavilerin 

geliĢtirilmesi için tanımlanacak çok sayıda, yeni hedeflere ihtiyacımız vardır. Sonuç olarak bizim 

bu çalıĢmamızda kalpeptinin yalnızca T241, PC3, A7 ve MS1 hücrelerinde, kalpaini inhibe 

ederek hücre migrasyon ve invazyonunu azalttığını göstermiĢ olduk. Kalapin için yeni 

substratların tanımlanmasıyla birlikte, daha etkili kalpain müdahale stratejilerine ulaĢma 

çalıĢmaları, tümör geliĢiminin ilerlemesinin arkasındaki mekanizmaların daha iyi 

aydınlatılmasına yol açar. Sonuç olarak, kalpeptin kullanımı yoluyla kalpain aktivitesinin bloke 

edilmesi, kanser hücrelerinin büyümesi ve yayılmasında etkili olan hücre proliferasyonu, 

migrasyonu, invazyonu ve koloni oluĢumlarını inhibe etmektedir. Bu nedenle, FLNA
CT

'in aracılık 

ettiği sinyal yollarını hedefleyen kalpain inhibitörlerini kullanmak, in vivo kanser hücre 

büyümesini inhibe etmek için elveriĢli bir yaklaĢım sağlayacaktır. 
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6. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

 

Farklı hücre hatlarında yapmıĢ olduğumuz proliferasyon, migrasyon, invazyon ve koloni 

oluĢturma denemelerinden elde ettiğimiz veriler, kalpeptin uygulamasının sonucunda, kalpain-

bağımlı FLNA kesilmesinin azaldığını ve buna bağlı olarak kanser hücrelerinin proliferasyon, 

migrasyon, invazyon ve koloni oluĢturma yeteneklerinin de azalmıĢ olduğunu gösterdi. Bu 

çalıĢmadan çıkan en önemli sonuçlar aĢağıdaki gibi özetlenebilir: 

1. FLNA
CT’nin, farklı hücrelerin [PC3 (insan prostat kanseri), A7 (insan melanoma), T241 

(fare fibrosarkoma) ve MS1 (fare endotel)] proliferasyon, migrasyon, invazyon ve koloni 

oluĢturmalarına iliĢkin süreçlerde etkili olduğuna dair bulgular elde edildi. 

2. FLNA’nın fosforilasyonun seviyelerinin de kanser hücrelerindeki karsinogenez sürecini 

etkilediğini gösterdi. 

3. Kalpain 1 ve 2 inhibitörü olarak son yıllarda yapılan çalıĢmalarda değer gören 

kalpeptin’in, çalıĢtığımız hücrelerde, verimli bir Ģekilde kalpaini inhibe edebildiği ve böylelikle 

de FLNA’nın kesilmesini engelleyerek FLNA
CT ‘nin üretimini azalttığı saptanmıĢ oldu. 

 

Bu çalıĢmanın sonuçlarının daha ileri seviyeye taĢınması için insan ve deney hayvanları 

ile yapılacak çalıĢmalarla desteklenmesi gerektiği düĢüncesindeyiz. Ġnsan ve deney hayvanları ile 

yapılacak çalıĢmalardan elde edilecek sonuçların, hücre hatları ile yapılan bu çalıĢmanın 

sonuçlarını desteklemesi durumunda, kanser hücrelerinde, kalpainin önemini ve dolaysıyla bir 

kalpain inhibitörü olan kalpeptinin kanser tedavisindeki rolü ve önemine iliĢkin daha bariz ve 

aydınlatıcı bilgiler elde edilmiĢ olacaktır. 

Diğer yandan, filaminler ile ilgili yapılacak daha ileri düzeydeki çalıĢmalarda, farklı 

kalpain inhibitörlerinin de denenmesi ve bu inhibitörlerin farklı hücrelerde kullanılması, 

filaminlerin ve hem kalpain hem de kalpain inhibitörlerinin kanser tedavisindeki rollerinin daha 

fazla açıklık kazanmasına neden olacaktır. Bu nedenle gerek deney hayvanları ve gerekse 

insandan alınan örneklerle yapılacak olan deneylerin çok değerli olacağı kanısındayız.  

Bu bağlamda bizim çalıĢmamız kanserle ilgili araĢtırma ve araĢtırıcılara temel bir dayanak 

oluĢturacak ve küçük de olsa çok önemli katkılar sağlayacak bir araĢtırma niteliği taĢımaktadır. 
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Abstract. Filamin A (FLNA) is the most abundant and widely expressed isoform of filamin in 

human tissues. It is cleaved by calpain at the hinge 1 and 2 domains, producing a 90 kDa 

carboxyl-terminal fragment (FLNA
CT

). Recently, it has been shown that FLNA
CT

 mediates cell 

signaling and transports transcription factors into the cell nucleus. However, the significance of 

the cleavage of FLNA by calpain has not been studied in cancer cell growth. Calpeptin is a 

chemical inhibitor of both calpain 1 and 2 that cleaves FLNA. In this study, we questioned if 

inhibiting calpain using calpeptin would decrease tumor cell proliferation, migration, invasion, 

and colony formation. Human melanoma (A7), prostate cancer (PC3), mouse fibrosarcoma 

(T241) and endothelial (MS1) cells were assayed for proliferation, migration, invasion and 

colony formation after treatment with calpeptin. Cell lysates were immunoblotted for FLNA and 

FLNA
CT

. Calpeptin treatment of these cells resulted in decreased production of FLNA
CT

. 

Calpeptin-treated human and mouse tumor cells displayed impaired proliferation, migration, and 

colony formation. These data suggest that the cleavage of FLNA by calpain is an important 

cellular event in the regulation of tumor cell growth.  

 

Introduction 

Filamins are one of the actin binding proteins that are responsible for stabilizing the actin 

skeleton and connecting them to the cell membrane (1-3). Filamins bind and interact with 

cytoplasmic and cell membrane proteins with diverse functions, and are responsible for the 

dynamic remodeling of the actin cytoskeleton, which is essential for the formation and 

maintenance of cell shape, regulation of cell morphology and locomotion (1, 4). Different studies 

in cancer cell lines showed that FLNA regulates the expression of growth factors during cell 

migration and invasion in human lung (5), breast cancer  (6), squamous cell carcinoma  (7) and 

glioma cells (8). Mutations in the human FLNA gene associate with a diverse range of 

developmental malformations. Null mutations lead to defect in neuronal migration, vascular 

function, and connective tissue integrity (3). 

FLNA is expressed in wide range of cells (9). The full-length FLNA is a 280 kDa protein 

consists of an N-terminal actin binding domain and a rod segment with 24 homologous Ig-like 
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repeats. Each repeat has 96 amino acids interrupted with two hinge (H) domains between repeats 

15 and 16 (H1) and between repeats 23 and 24 (H2) (10).  Cleavage of FLNA by the calcium-

dependent protease calpain in H1 produces a 110 kDa C-terminal fragment (FLNA
CT

). Further 

cleavage of the 110 kDa C-terminal fragment in the H2 domain can yield a 90 kDa FLNA
CT

, 

which can translocate to the cell nucleus (11, 12). During apoptosis, caspase (13) and granzyme 

B (14) can also cleave FLNA, generating different fragments than those resulting from 

proteolysis by calpain. Phosphorylation of FLNA can prevent its cleavage (11). Calpains are a 

highly conserved superfamily of calcium-dependent, non-lysosomal cysteine proteases. Calpain 1 

(μ-calpain) and calpain 2 (m-calpain) are two well-known and characterized members of the 

calpain family (15). Calpeptin is a calpain 1/2 inhibitor which can inhibit FLNA cleavage (16). 

Many studies have focused on the function and expression of FLNA, but less is known 

about the importance of the cleavage of FLNA and the production of FLNA
CT

 in tumor cell 

function. In addition, the specific role of FLNA
CT

 in tumor cell migration, invasion and 

proliferation is not clarified. In this study, we focused on the role of FLNA
CT

 in the multiple 

human and mouse cancer cells.
 

 

Materials and Methods 

Cell culture. Human melanoma A7 cells were cultured in Eagle's MEM, supplemented with 10% 

FBS, 1% glutamine, 1% penicillin/streptomycin and 10 mM HEPES. Human prostate cancer PC3 

cells were cultured in RPMI-1640, supplemented with 10% FBS, 1% glutamine, 1% 

penicillin/streptomycin, 10 mM HEPES and 1 mM sodium pyruvate. Mouse endothelial MS1 

cells were cultured in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), supplemented with 5% 

FBS, 1% glutamine, 1% penicillin/streptomycin. Mouse fibrosarcoma T241 cells were cultured in 

DMEM, supplemented with 10% FBS, 1% glutamine, 1% penicillin/streptomycin. Calpeptin was 

obtained from Sigma-Aldrich, dissolved in DMSO and cells were treated with calpeptin at a dose 

of 100 μM or DMSO alone as control. 



 

 66 

Western blotting. Antibodies against FLNA (Bethyl Laboratories), FLNA
CT

 (Novus Biosciences), 

and ACTIN (Sigma) were used. Total protein lysates from cells were extracted and 

immunoblotted as previously described (2). 

Migration assay. Migration assays were carried out after the third passage in all cell lines in   

transwell chambers (8 μm pores in diameter). Approximately 5 × 10
4
 cells were seeded in the 

upper chamber containing 200 µl serum free medium and lower chamber containing 750 µl 

medium of 10% FBS. After 16-20 h of incubation at 37°C, migrated cells were fixed and stained 

according to the manufactures protocol (Sigma-Aldrich). All cells that had migrated through the 

transwell chambers were counted by using a light microscope. Triplicates of each experiment are 

presented as mean ± SD values. 

Invasion assay. The invasion assays were carried out by counting the number of invaded cells 

through matrigel‐coated transwell chambers. Approximately 5 × 10
4
 cells were seeded in the 

upper chamber with 200 µl serum free medium, lower chamber containing 750 µl medium with 

10% FBS. After 16-20 h of incubation at 37°C, invaded cells were fixed and stained according to 

manufactures protocol (Sigma-Aldrich). All cells that had invaded through the transwell 

chambers were counted by using a light microscope. Triplicates of each sample are presented as 

mean ± SD values. 

Colony-forming assay. 500 µl/well of 0.6% sea plaque agarose in 10% serum culture medium 

added to 24-well cell culture plates and waited to solidification. Approximately 2 × 10
3
 cells were 

suspended in 500 µl of 0.4% agarose in culture medium containing 10% serum supplemented 

with or without 100 µl/ml of calpeptin and seeded into each well and after solidification added 

500 µl of medium containing 10% serum and cells were incubated at 37°C for 30 days. Top 

medium were changed at every 5-day intervals. By the end of day 30 all colonies were counted 

from 12 optical fields from each well under a phase contrast microscope. 

Proliferation MTT assay. 5 × 10
4
 cells in 100 µl medium containing 10% serum were seeded in 

96-well plates and incubated for overnight with and without calpeptin treatment. After 24 hours 

an absorbance reading was recorded at 570 nm using a 96-well plate reader (Biotek) according to 
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manufactures protocol (Promega MTT-CellTiter 96
®
 Non-Radioactive Cell Proliferation Assay) 

protocol. Results of triplicate experiments are given as mean ± SD values. 

Statistical analysis. Data are given as mean ± standard deviation (SD). Differences between 

experiment groups were analyzed for statistical significance (P < 0.05) using Student‘s t test. 

 

Results  

Treatment with calpeptin reduces cleavage of FLNA
CT

 

To determine if treatment with calpeptin at a dose of 100 µM inhibited cleavage of FLNA and 

resulted in less production of FLNA
CT

, we immunoblotted protein lysates from multiple human 

and mouse cells; human A7 melanoma and PC3 prostate cancer, and mouse T241 fibrosarcoma 

and MS1 endothelial cells. Control groups were treated with 100 µM of DMSO. Immunoblotting 

using anti-actin antibodies served as loading controls, and ratios of FLNA
CT

/ACTIN were 

calculated after quantification of the densitometric reading of the bands. Following treatment 

with calpeptin, we observed significantly lower levels of FLNA
CT

 in A7 cells by 66,6% (P < 

0,05), PC3 cells by 41,9% (P < 0,05), T241 cells by 43,3% (P < 0,05) and MS1 cells by 60,9% (P 

< 0,01) (Figure 1). 

Tumor cells proliferate less after treatment with calpeptin 

To determine if blocking of the proteolysis of FLNA by calpain reduced cell proliferation, we 

treated cells with calpeptin at a dose of 100 µM or DMSO alone and protein lysates were assayed 

by MTT one day after their seeding in cell culture dishes. Treatment of cells with calpeptin 

significantly reduced the proliferation rate in A7 cells by 86,5% (P < 0,01), PC3 cells by 60,4% 

(P < 0,01), T241 cells by 74,1% (P < 0,01) and MS1 cells by 37,4% (P > 0,05) (Figure 2). 

Inhibition of calpain by calpeptin treatment impairs tumor cell migration and invasion  

To study if calpeptin treatment reduced cell migration and invasion, we treated A7, PC3, T241 

and MS1 cells with 100 µM of calpeptin or 100 µM of DMSO and assayed these cells for 

migration and invasion using Boyden chambers. Treatment of cells with calpeptin significantly 

reduced cellular migration of A7 cells by 82,1% (P < 0,01), PC3 cells by 60,8% (P < 0,01), T241 
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cells by 50,5% (P < 0,01) and MS1 cells by 91,3% (P < 0,01) (Figure 3). Similarly, treatment of 

cells with calpeptin significantly reduced cellular invasion of A7 cells by 86,2% (P < 0,01), PC3 

cells by 29,8% (P < 0,05), T241 cells by 38,2% (P < 0,01) and MS1 cells by 24,3% (P < 0,01) 

(Figure 4). 

Tumor cells form less number of colonies after treatment with calpain 

To assay the ability of tumor cells to form colonies, A7, PC3, T241, and MS1 cells were treated 

either with calpeptin at a dose of 100 µM or DMSO at a dose of 100 µM. After four weeks, 

calpeptin treatment showed complete inhibition of colonies (P < 0,01) in A7, PC3 and T241 

tumor cells (Figure 5). MS1 endothelial cells were unable to form colonies in both control and 

treated groups. 

 

Discussion 

In this study, we report that 90 kDa fragment of FLNA
CT

, generated following the proteolysis of 

FLNA by calpain, mediates tumor cell proliferation, migration, invasion, and colony formation. 

We demonstrate that the treatment of tumor cells with calpeptin inhibits cleavage of FLNA and 

decreases the production of FLNA
CT

. The level of these inhibitory effects was different between 

the malignant and non-malignant cells. 

Therapeutic strategies targeting calpains have been developed. Recent data suggest that 

targeting calpain activity with specific inhibitors seems to be a novel approach to limiting the 

development of primary tumors and the formation of metastases. This occurs by inhibiting tumor 

cell migration and invasion, which allows dissemination as well as tumor neovascularization, 

which in turn allows expansion (17). For these reasons, calpains are considered by several studies 

as potential anti-cancer targets. The beneficial effect of blocking the calpain system has been 

reported in multiple human cancer cells, including breast (18), colon (19), pleural mesothelioma 

(20), pancreas (21), and prostate (22) cancers. In addition, several human cancers display aberrant 

expression of calpains (23). Calpain substrates include cytoskeletal and associated proteins, 

kinases and phosphatases, membrane receptors and transporters, and steroid receptors (23). Our 
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data identified FLNA as substrate of calpain in human cancer cells and provided evidence that the 

cleavage of FLNA mediates cancer cell behavior.  

The loss of FLNA in mouse embryonic fibroblasts (2) and endothelial cells (1) impairs 

cellular migration. Cellular migration is an important event for these embryonic cells, which need 

to relocate to form organs and structures during embryogenesis, and also to regenerate in 

response to physiological stimuli. When these cells fail to reach appropriate anatomical locations, 

organ development stalls leading to severe malformations in the cardiovascular and skeletal 

system (24). In human, mutations in the FLNA gene are associated with early embryonic lethality 

and developmental complications (25). There are three different isoforms of filamin; FLNA, 

FLNB and FLNC. Structurally, FLNA and FLNB are similar to each other, but the loss of one of 

these isoforms does not compensate for the other, as a single loss of either FLNA (24) or FLNB 

(26) results in embryonic lethality. In the absence of FLNB, FLNA expression is not increased in 

mouse fibroblasts (26) or vice versa (24).  

We have earlier shown that melanoma cancer cells migrate less in the absence of FLNA 

(13). FLNA interacts with multiple molecules regulating intracellular signaling pathways within 

the cytoplasm and/or transcription factors within the nucleus. We reported that the transcriptional 

factor HIF-1 is an interacting partner of FLNA
CT

 in tumor cells and FLNA
CT

 mediates nuclear 

transportation of HIF-1 and becomes a part of the transcriptional complex within the nucleus 

(13). Interestingly, inhibition of calpain reduces the secretion of VEGF. The number of FLNA 

partners is increasing (4). These interacting partners are expressed at different levels depending 

upon cell type and the environment in which tumor cells have been exposed to different stimuli. 

In this study, cell-specific partners of FLNA mediating different mechanisms may explain the 

distinct inhibitory effects in tumor cells. Furthermore, the level of FLNA expression varies 

depending upon the type of cancer (www.proteinatlas.org/). 

The identification of new substrates and the mechanisms behind the progression of tumor 

growth will result in more effective calpain intervention strategies. In conclusion, blocking 

calpain activity through the use of calpeptin inhibited cell proliferation, migration and colony 

formation that are important features for tumor cell growth. Therefore, using chemical inhibitors 

of calpain which targeting signaling pathways mediated by FLNA
CT

 would likely provide a 

favorable approach to inhibit cancer cell growth in vivo. 

http://www.proteinatlas.org/)
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Figure Legends 

 

Figure 1. Production of FLNA
CT

 was inhibited after treatment with calpeptin. Immunoblots of 

full-length FLNA (1-24), FLNA
CT 

(16-24), and ACTIN in A7, PC3, T241, and MS1 cells treated 

with calpeptin (100 µM) or with DMSO alone (left panels). Quantification of densitometric 

readings of the immunoblot bands (right graph). FLNA
CT

/Actin ratios in calpeptin-treated cells 

were normalized to their respective control group. Data from triplicate experiments are 

presented as mean ± SD values. Unpaired two-tailed Student’s t-test, *P ˂ 0.05 and **P ˂ 0.01. 

 

Figure 2. Inhibition of calpain by calpeptin treatment impaired cellular proliferation. T241, PC3, 

A7 and MS1 cells were treated with calpeptin (100 µM) and cell lysates were assayed for 

proliferation by MTT at day 1 (left panels). Percentages in treated groups with calpeptin were 

normalized to their respective control group (right graph). Data from triplicate experiments are 

presented as mean ± SD values. Unpaired two-tailed Student’s t-test, *P ˂ 0.05 and **P ˂ 0.01. 

 

Figure 3. Treatment with calpeptin inhibited cellular migration. T241, PC3, A7 and MS1 cells 

showed reduced migration after 16 hours following calpeptin treatment at a dose of 100 µM 

compared to respective controls (left panels). Percentages in treated groups with calpeptin were 

normalized to their respective control group (right graph). Data from triplicate experiments are 

presented as mean ± SD values. Unpaired two-tailed Student’s t-test, *P ˂ 0.05 and **P ˂ 0.01. 
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Figure 4. Cells display impaired invasion after treatment with calpeptin. T241, PC3, A7 and MS1 

cell lines invasive poorly after 16 hours following treatment with calpeptin at a dose of 100 µM 

compared to respective controls (left panels). Percentages in treated groups with calpeptin were 

normalized to respective control group (right graph). Data of triplicated experiments are 

presented as mean ± SD values. Unpaired two-tailed Student’s t-test, *P ˂ 0.05 and **P ˂ 0.01. 

 

Figure 5. Calpeptin treatment reduced the number of invasive colonies. Formed colonies in T241, 

PC3 and A7 cell treated with calpeptin at a dose of 100 µM (left panels). Total number of 

colonies in each group (right graph). Data from triplicate experiments are presented as mean ± 

SD values. Unpaired two-tailed Student’s t-test, **P ˂ 0.01. 
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EK 5. Tez ile iliĢkli dergiye gönderilmiĢ 2. yayın (Circulation) 
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ABSTRACT 

 

BACKGRUND: Actin-binding protein filamin A (FLNA) regulates signal transduction 

important for cell locomotion, but the role of FLNA during atherogenesis has not been explored. 

We found that FLNA is exclusively expressed by macrophages (MΦ) in human atherosclerotic 

plaques.  

METHODS: To determine the biological significance of MΦ-specific expression of FLNA, we 

produced mice deficient for Flna in MΦ by cross-breeding mice expressing floxed Flna (Flna
fl/fl

) 

with mice expressing Cre under the MΦ-specific lysosome M promoter (LC) and then 

transplanted bone-marrow (BMT) from male (Flna
o/fl

/LC) mice into atherogenic low-density 

lipoprotein receptor-deficient (ldlr
–/–

)
 
recipients. In another model of atherogenesis, Flna

o/fl 
and 

Flna
o/fl

/LC male mice were infected with AdPCSK9. Furthermore, wild-type C57BL/6 mice 

infected with AdPCSK9 were treated with a calpain inhibitor, calpeptin. 

RESULTS: Flna
o/fl

/LC MΦ showed impaired proliferation and migration as well as expressed 

lower levels of p-AKT and p-ERK1/2. Deficiency of Flna in MΦ produced smaller size of aortic 

atherosclerotic plaques in both ldlr
–/– BMT: Flnao/fl/LC

 and Flna
o/fl

/LC mice infected with AdPCSK9. 

Intima/media ratios and number of CD68-positive MΦ were reduced in these plaques. Inhibition 

of FLNA cleavage by calpeptin reduced nuclear expression of p-STAT3 and secretion of 

proinflammatory IL-6 in vitro. In addition, Flna
o/fl

/LC MΦ showed reduced foam cell formation 

and lipid uptake. Treatment of Flna
o/fl

 MΦ with calpeptin reduced foam cell formation and lipid 

uptake. Finally, C57BL/6 mice infected with AdPCSK9 displayed reduced size of atherosclerotic 

plaques after treatment with calpeptin. 

CONCLUSIONS: Deletion of Flna or inhibition of FLNA cleaved by calpain in MΦ reduced 

atherosclerotic plaque size as a result of impaired MΦ function and signaling.  
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INTRODUCTION 

 

Filamin A (FLNA) is a large actin-binding protein that stabilizes delicate three-dimensional actin 

filament networks and link them to cellular membranes where they integrate cell architectural and 

signaling functions important for cell locomotion.
1
  Genetic mutations in the human FLNA have 

been linked to a wide range of human genetic disorders, including cardiovascular malformations,
2
 

highlighting distinct FLNA interactions with vascular cell signaling molecules and transcriptional 

factors with diverse functions. In mice, Flna-null embryos display abnormal endothelial 

organization and aberrant adherens junctions in developing organs including blood vessels and 

heart.
3
 

Atherosclerosis is a type of slow progressing inflammatory disease characterized by 

the presence of monocyte-derived macrophages (MΦ) in all stages.
4
 However, migration and 

proliferation of monocytes after they enter the artery wall within the atherosclerotic plaques is not 

completely understood. MΦ act on cells directly and/or potentiate the effects entrained by other 

stimuli and also secrete soluble proinflammatory and anti-inflammatory cytokines based on their 

roles in inflammation. The overlap of inflammatory processes operating in atherosclerosis and the 

riched presence of MΦ within the plaques make MΦ a strong candidate for therapeutic targeting 

in atherosclerosis.
4
 Another hallmark of atherosclerosis is that the MΦ uptake of oxidized lipids, 

differentiate into foam cells, progress lesion development, and ultimate plaque disruption. Foam 

cell formation involves the disruption of normal MΦ cholesterol metabolism, which is governed 

by a homeostatic mechanism that controls the uptake, intracellular metabolism, and efflux of 

cholesterol. A better understanding of macrophage cell biology will enable novel  MΦ targeting 

therapies to be developed for use in the clinical intervention of atherosclerosis. 

In this study, we investigated how inactivation of FLNA in macrophages affects the 

development of atherosclerosis in low-density lipoprotein (LDL) receptor–deficient (ldlr
–/–

) mice 

received BMT or in mice became atherogenic after infection with AdPSCK9. We hypothesized 

that knockout of Flna in MΦ would impair atherosclerosis. This hypothesis was based on three 

observations. First, MΦ lacking FLNA exhibit reduced inflammatory response that would likely 

inhibit lesion development.
5
 Second, inhibiting regulation of intracellular actin dynamics in MΦ 

has been proposed as a strategy to reduce inflammation and to treat atherosclerosis.
6
 Third, lipid 
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uptake in the vasculature is partly dependent upon cytoskeletal reorganization mediated by 

FLNA.
7
 We then treated atherogenic mice with an inhibitor of calpain, cleaving FLNA and 

producing a 100-kDa C-terminal fragment (FLNA
CT

) that interacts with important molecules 

involved in cellular signaling and transcription.
8
 We hypothesized that inhibition of cleavage of 

FLNA by calpain would inhibit development of atherosclerosis in mice. This hypothesis was 

based on our earlier observations on the inhibitory effect of calpain blockage in cellular signaling 

during proliferation and migration. 
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METHODS 

Human carotid arteries  

Human carotid endarterectomies
9
 displaying either intermediate (n = 9) or advanced (n = 9) 

atherosclerotic plaques were immunofluorescently stained with antibodies recognizing CD68-

positive MΦ (DAKO), FLNA (Bethyl laboratories), smooth muscle- -actin (Sigma 

Aldrich), and CD31-positive endothelial cells (DAKO) on the same sections. Nuclear staining 

was done by DAPI.  

Mice 

To produce mice that are deficient for Flna in MΦ, female C57BL/6 mice homozygously 

expressing floxed Flna gene (Flna
fl/fl

)
10

 were crossbred with the male mice heterozygously 

expressing Cre under the monocyte-specific lysomozyme-M promoter (LC). For experiments, 

mice were genotyped as described earlier.
11

 

Primary murine bone marrow macrophages 

Primary MΦ were isolated from bone marrow of mice expressing Flna (Flna
o/fl

) or lacking Flna 

(Flna
o/fl

/LC) as described.
6
 MΦ lysates were assayed by immunoblotting as described earlier.

12
 

Primary antibodies directed against FLNA (Chemicon, Bethyl laboratories and Novus 

biologicals), P-STAT3 (Cell Signalling), STAT3 (Cell Signalling), p-AKT, AKT, p-ERK1/2, 

ERK1/2 (Cell Signaling), SR-

(Novus biologicals) were used for immunoblotting. The band densities bands were quantified by 

ImageQuant software (Bio-Rad) in at least quadruplated experiments. Nuclear and cytoplasmic 

extracts were seperated by using extraction kit (Thermo Scientific). Tubulin (Abcam) was used as 

cytoplasmic loading control or actin (Sigma Aldrich) as total cell lysate control.  

To co-immunoprecipite total cell lysates were isolated from primary MΦ, 

immunoprecipitated with FLNA
CT 

antibody and then immunoblotted against STAT3 according to 

manufacturer´s protocol (Thermo Scientific). 

To assay MΦ for proliferation, the cells were seeded in 6 well plates and cultured 

up to 6 days as described earlier.
13

 To assay MΦ for migration, the cells were incubated for 12 



 

 80 

hours using Boyden chambers with a microporous nitrocellulose filter (8 µm thick, 8 µm pores in 

diameter) as described earlier.
12

 

Secreted levels of IL-6, IL-10 and IL-12 were detected by ELISA (eBioscience) 

from either mouse serum or MΦ as described earlier.
6
 Before experiments with ELISA, 

immunoblotting, proliferation, migration lipid uptake assays, murine MΦ were treated with 

calpain inhibitor calpeptin (Sigma Aldrich) at a concentration of 80 μM and STAT3 inhibitor 

DPP 5,15 (Sigma Aldrich) at a concentration of 60 μM. 

Mouse model of atherosclerosis using bone marrow transplantation 

Bone marrow was isolated from 10-12 weeks old Flna
o/fl

/LC and control Flna
o/fl

 control mice. 

Four hours after irradiation by 9.5 Gy lethal dose, 12 weeks old ldlr
–/–  

mice received bone 

marrow transplantation (BMT) as described earlier.
14

 Mice that received BMT were fed with 

Western diet containing 1.25% of cholesterol for 25 weeks. Aortas were then isolated to iliac 

bifurcation, fixed with 4% formaldehyde, pinned out under inverted microscope and stained with 

Sudan IV as described earlier.
14

 Paraffin-embedded mouse aortas were sectioned and 

immunofluoresently stained with an antibodies against FLNA (Chemicon International), CD31 

(Thermo Scientific), SM22α (Dako) and CD68 (Dako) on the same section as described earlier.
15

 

Pinned aortas and aortic histological images were captured by Leica Microsystems microscope 

and quantified by using Biopix software as described earlier.
6
  

Mouse model of atherosclerosis by adenoviral infection with AdPCSK9 

To induce atherogenesis, 8-10 weeks old Flna
fl/fl

 or Flna
o/fl

/LC mice were infected with 

adenoviral vector overexpressing proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PSCK9) at a dose 

of 2x10
11 

viral particles/mouse as described earlier.
16

 These mice were then fed with high fat diet 

for 20 weeks and aortas were analysed as described above. 

For calpeptin treatment, 8-10 weeks old C57BL/6 mice were infected with 

AdPSCK9 as described above. These mice received a high-cholesterol diet for 20 weeks and 

treated with calpeptin by intraperitoneal injection during  last 8 weeks (3 times/week). Calpeptin 

was first dissolved in DMSO and later diluted in saline at 1:1000 dilution (0.65 mg/kg per 

mouse) and same solution except that of calpeptin was administered as control.  
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Primary human macrophages  

Human primary MΦ was isolated from peripheral donor blood as described earlier.
17

 These MΦ 

were cultured for 6 days and then transfected with siRNA FLNA (Mm01187533_m1). mRNA 

was isolated (RNeasy Mini Kit, Qiagen) and cDNA was synthesized (High capacity cDNA 

reverse transcription kit, Applied Biosystems) according to the manufacturer protocol. Gene 

expression was then analyzed by TaqMan assays with human probes for FLNA and GAPDH. 

Lipid uptake assay 

Primary human and murine MΦ were incubated with 50 μg/mL of minimally oxidized-LDL 

(mmLDL) to measure intracellular mmLDL foamed within 24 hours. In some experiments, total 

LDL and OxLDL were also Dil-labelled for 3 hours to assay lipid uptake and images were 

analyzed by using Biopix software as described earlier.
6
  

Statistics 

Two-tailed Student t test or 1-way ANOVA statistical analyses were performed by using 

GraphPad Prism 6 between the experimental groups. Quantitative results were reported as means 

± SEMs. A P value <0.05 was considered significant. 
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RESULTS 

 

Filamin A Expressed by Macrophages in Human Atherosclerotic Carotid Arteries  

We observed that FLNA was expressed within human carotid arteries displaying atherosclerotic 

plaques. Co-localization studies indicated that FLNA expressed mainly by MΦ in advanced 

atherosclerotic plaques (Figure 1A, right lower panel). In addition, FLNA was also expressed by 

vascular smooth muscle cells (vsmc), particularly in the medial layer (Figure 1A, left lower 

panel). We observed an increased number of MΦ in advanced plaques as compared to 

intermediate plaques (8.5 x 10
5
 pixels versus 1.8 x 10

4
 pixels, P<0.05, Figure 1B). In advanced 

atherosclerotic lesions, number of MΦ expressing FLNA was increased as compared to the MΦ 

that are present in intermediate lesions (0.19 versus 0.22 Manders overlap coefficient, P<0.05, 

Figure 1C). 

 

Macrophages Deficient for Filamin A (FlnA) Proliferate and Migrate Poorly 

To determine the biological role of FLNA in MΦ, we produced mice that are deficient for Flna
13

 

and extracted MΦ from these mice (Flna
o/fl

LC). Mice that lack Flna in MΦ were fertile and did 

not show any phenotype as compared to controls expressing Flna (Flna
o/fl

). To verify deficiency 

of Flna in MΦ, we extracted murine MΦ from bone marrow with or without Flna for 

immunoblotting (Figure 2A). MΦ without FLNA displayed rounded shape, whereas MΦ with 

FLNA were elongated as detected by immunoflouresence staining of actin phalliodin (Figure 

2B). MΦ lacking FLNA proliferated less than MΦ expressing FLNA (Figure 2C). These 

differences reached significant differences at day 4 (6.1 ± 1.2 versus 3.8 ± 0.9, P<0.05) and day 5 

(15.2 ± 3.2 versus 11.8 ± 2.4, P<0.01). In addition, MΦ lacking FLNA were migrated less than 

MΦ expressing FLNA (by 58%, P<0.01, Figure 2D). As compared to the MΦ expressing FLNA, 

MΦ lacking FLNA expressed lower levels of phosphorylated AKT (pAKT) (by 40%, P<0.05, 

Figure 2E) and ERK1/2 (p-ERK1/2) (by 62%, P<0.05, Figure 2F). 
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Deficiency of Filamin A in Macrophages Leads to Smaller Size of Atherosclerotic Plaques 

To determine biological importance of FLNA in MΦ during atherogenesis, we transplanted bone 

marrow (BMT) from Flna
o/fl 

or Flna
o/fl

/LC mice to  atherogenic ldlr
–/– 

mice and observed a 

significant reduction in atherosclerotic plaque size in ldlr
–/– 

mice received BMT from Flna
o/fl

/LC 

mice (ldlr
–/– BMT: Flnao/fl/LC

) by 55% (P<0.001, Figure 3A) as compared with controls ldlr
–/– BMT: 

Flnao/fl
. Similarly, a significant reduction in ratio of intima/media was observed in of ldlr

–/– BMT: 

Flnao/fl
 aortas by 39% (P < 0.05, Figure 3A). Localization studies in immunofluorescently stained 

histological sections indicated that majority of intimal cells within the atherosclerotic plaques in 

ldlr
–/– BMT: Flnao/fl

 aortic arches was MΦ and there was almost no MΦ in ldlr
–/– BMT: Flnao/fl/LC 

aortic 

arches (Figure IA in the online-only Data Supplement). In another mouse model of 

atherosclerosis, we infected Flna
o/fl

 or Flna
o/fl

/LC mice with an adenoviral vector (Ad) driving 

overexpression of proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PSCK9) and observed a 

significant reduction in plaque size in Flna
o/fl

/LC aortas infected with AdPCSK9 as compared 

with Flna
o/fl

 infected with AdPCSK9 (by 66%, P<0.05, Figure 3B). Number of CD68-positive 

MΦ in Flna
o/fl

/LC aortic arches infected with AdPCSK9 by 41% (P < 0.05, Figure 3C) was 

-positive cells between the 

Flna
o/fl

 and Flna
o/fl

/LC aortic arches (Figure IB in the online-only Data Supplement).  

 

Deficiency of Filamin A in Macrophages Impairs Secretion of Inflammatory Cytokines 

We have observed a significant reduction in IL-6 secretion by ELISA in cultured primary 

Flna
o/fl

/LC MΦ as compared with Flna
o/fl 

controls (29045.3 ± 573.4 pg/ml versus, 16905.5 ± 

386.5 pg/ml, P<0,05, Figure 4A left panel). Similarly, serum levels of IL-6 was lower in ldlr
–/– 

BMT: Flnao/fl/LC 
blood as compared to  ldlr

–/– BMT: Flnao/fl
 controls (202.9 ± 8.9 pg/ml versus 308.5 ± 

45.4 pg/ml, P<0.05, Figure 4A right panel). In contrast, secretion of pro-inflammatory cytokine 

IL-10 in primary cultured Flna
o/fl

/LC MΦ was higher than in Flna
o/fl 

controls (358.5 ± 57.3 pg/ml 

versus 202.9 ± 8.9 pg/ml, P<0.01, Figure 4B). Secretion of another inflammatory cytokine IL-12 

was also reduced in primary cultured  Flna
o/fl

/LC MΦ compared with Flna
o/fl 

controls (3863.1 ± 

205.8 pg/ml versus 525.7 ± 159.4 pg/ml, P<0.01, Figure 4C).  
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C-terminal fragment of filamin A facilitates nuclear transportation of phosphorylated 

STAT3 and subsequently regulates release of IL-6.  

We identified STAT3 as an interacting partner of CT-fragment of FLNA (FLNA
CT

) by co-

imunoprecipitation assay (Figure 5A). We separated nuclear and cytosolic extracts from LPS-

stimulated MΦ and immunoblotted for p-STAT3
Y705

 to study its nuclear transportation. In 

Flna
o/fl

/LC MΦ, level of nuclear p-STAT3
Y705 

was less than control Flna
o/fl

 MΦ (0.51 ± 0.19 

versus 0.23 ± 0.06, P<0.001, Figure 5B). However, there was no difference in the cytosol 

between the Flna
o/fl

 and Flna
o/fl

/LC MΦ (Figure 5B). Similarly, nuclear expression level of 

another site of STAT3 phosphorylation (p-STAT3
S727

) was also less in Flna
o/fl

/LC MΦ as 

compared to Flna
o/fl

 MΦ (Figure IIA in the online-only Data Supplement). Tubulin was served as 

cytosolic loading controls. Treatment of MΦ with calpain inhibitor calpeptin reduces production 

of FLNA
CT

 by 59% (P<0.01, Figure 5B). Total level of phosphorylated STAT3
Y705

 was higher in 

Flna
o/fl

 MΦ compared to Flna
o/fl

/LC MΦ (Figure 5C). Treatment of Flna
o/fl

 MΦ with calpeptin 

reduces nuclear expression of p-STAT3
Y705

 (0.55 ± 0.18 versus 0.13 ± 0.04, P<0.01, Figure 5D) 

to the similar level of nuclear expression observed in Flna
o/fl

/LC MΦ. Similarly, treatment of 

Flna
o/fl

 MΦ with calpeptin reduced nuclear expression of p-STAT3
S727

 (Figure IIB in the online-

only Data Supplement). As p-STAT3 binds to the promoter of IL-6 to subsequently induce 

secretion of IL-6, we studied secreted levels of IL-6 by ELISA and observed that treatment of 

Flna
o/fl

 MΦ with calpeptin reduces levels of IL-6 (1.05 ± 0.05 versus 0.19 ±0.02, P<0.01, Figure 

5E). Similarly, treatment of these cells with STAT3 inhibitor 5,15 DPP reduces secretion of IL-6 

(1.05 ± 0.05 versus 0.60 ± 0.03, P<0.01, Figure 5E) to the similar level observed in Flna
o/fl

/LC 

MΦ. Compared with Flna
o/fl 

controls, treatment with calpeptin increased secretion of IL-10 in 

primary cultured Flna
o/fl

/LC MΦ (from 201.69 ± 54.51 pg/ml to 291.28 ± 49.04 pg/ml) (Figure 

IIIA in the online-only Data Supplement) and reduced secretion of IL-12 (from 4200 ± 231.85 

pg/ml to 335 ± 18.21 pg/ml, P<0.01) (Figure IIIB in the online-only Data Supplement). 

 

Filamin A Deficiency in Macrophages Leads to Impaired Lipid Uptake.  

We silenced expression of FLNA in human primary MΦ by siRNA FLNA (P<0.01, Figure 6A left 

graph) and observed a reduced minimally modified lipids (mmLDL) by 52% in these MΦ 

(P<0.05, Figure 6A right graph). We analysed lipid profile in peripheral blood from Flna
o/fl

 and 
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Flna
o/fl

/LC mice by lipid chromatography. The higher plasma lipid levels, particularly in VLDL 

fraction, were evident in Flna
o/fl

/LC when the plasma lipoproteins were fractionated by fast 

protein liquid chromatography. (Figure 6B). Similar to the human MΦ, Flna
o/fl

/LC MΦ displayed 

lower levels of oxidized lipid by 68% as compred to Flna
o/fl

 MΦ (P<0.01, Figure 6C). Following 

treatment with calpeptin, higher levels of mmLDL in Flna
o/fl

 MΦ reduced to the levels observed 

in Flna
o/fl

/LC MΦ by 63% (P<0.05, Figure 6C). Similarly, treatment of these MΦ with 5,15 DPP 

reduced levels of mmLDL in Flna
o/fl

 MΦ (P<0.05, Figure 6C). We then assayed these MΦ for 

lipid uptake and observed that Flna
o/fl

/LC MΦ have impaired uptake of both total LDL and 

oxidized-LDL (OxLDL) by 52% and 41%, respectively as compred to Flna
o/fl

 MΦ (P<0.01, 

Figure 6D). Following treatment with calpeptin, higher levels of total LDL and OxLDL uptake in 

Flna
o/fl

 MΦ reduced to the levels observed in Flna
o/fl

/LC MΦ by 79% and 82%, respectively 

(P<0.01, Figure 6D). We immunoblotted proteins that are involved in lipid metabolism and 

observed increased levels of CD36 (54%, P<0.01), COX2 (106%, P<0.001), and SRB1 (31%, 

P<0.05) in Flna
o/fl

 MΦ as compared to Flna
o/fl

/LC MΦ (Figure 6E). However, differences in 

 

Calpeptin Reduces Formation of Aortic Atherosclerotic Plaque. 

Treatment with calpeptin was inhibited proliferation of MΦ and this inhibition reached a 

statistical significance at day 3 (3.32 ± 3.5 fold versus 1.01 ± 0.8 fold, P<0.05, Figure 7A) and 

continued until the end of proliferation assay. In addition, migration of MΦ was reduced by 27% 

after treatment with calpeptin (P<0.05, Figure 7B). Levels of p-AKT were reduced in in Flna
o/fl

 

MΦ by 55% (P<0.05, Figure IVA in the online-only Data Supplement). Levels of p-ERK1/2 

were also reduced in these MΦ by 26%, but did not reach a statistical significance (Figure IVB in 

the online-only Data Supplement). To study these inhibitory effects of calpeptin on MΦ 

proliferation and migration in vivo, we infected control mice with AdPCSK9. These mice were 

fed with high-cholesterol diet for 20 weeks and treated with calpeptin last 8 weeks. Following 

treatment with calpeptin, formation of aortic plaque size reduced by 49% (P<0.05, Figure 7C). 

Image analysis of histological sections was demonstrated a reduced ratio of intima/media by 56% 

(P<0.01, Figure 7D). Number of MΦ within the atherosclerotic plaques was reduced by 42% 

after treatment with calpeptin (P<0.05, Figure 7E).  
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DISCUSSION 

 

This study is the first to show that deletion or knockdown of FLNA expression in macrophages in 

vivo inhibits aortic plaque development in atherogenic ldlr
–/– 

mice and mice infected with 

AdPCSK9. In macrophages, cellular migration, proliferation, secretion of interleukins and lipid 

uptake are key events during the development of atherosclerosis.
4
 In the absence of FLNA, 

macrophages displayed impaired migration and proliferation by decreased levels of AKT and 

ERK1/2. These macrophages secreted decreased levels of IL-6 that is partly regulated by STAT3 

that physically interacts with cleaved fragment of FLNA by calpain. Inhibition of this cleavage 

by chemical inhibitor calpeptin reduced aortic plaque formation in atherogenic mice. These 

mechanisms not only provide an evident link between the biological role of FLNA and 

atherogenesis but also identifies a specific proteolytic target that modifies atherosclerotic plaque 

formation. 

Macrophage proliferation and migration was reduced in the absence of FLNA and 

these macrophages displayed impaired AKT and ERK signaling. In addition, we observed less 

number of macrophages in atherosclerotic plaques in the absence of FLNA. Similar to 

macrophages, vascular endothelial cells
18

 and human melanoma cells
13

 express lower levels of 

AKT in the absence of FLNA. FLNA controls monocyte migration by regulating actin dynamics 

via Rho GTPases
5
 and FLNA phosphorylation by AKT promotes cell migration

19
. Furthermore, 

AKT deficiency in macrophages reduces the progression of atherosclerosis in ldlr
–/– 

mice
20

 and 

Akt2
–/–

 macrophages display reduced migration, inflammatory response to proatherogenic 

cytokines and cholesterol metabolism in vitro
21

. Similar to AKT, ERK signaling is also necessary 

in the cytokine-mediated changes in macrophage cholesterol homeostasis and gene expression 

during atherosclerosis.
19

 Our study demonstrated lower levels of ERK in macrophages deficient 

for FLNA.  

Macrophages secrete multiple pro- as well as anti-inflammatory cytokines. We 

observed decreased levels of pro-inflammatory cytokines IL-6 and IL-12 in macrophages 

deficient for FLNA. IL-6 is expressed by macrophages in atherosclerotic apoE
–/–

 aortas
22

 and 

anti-IL-6 therapy using an IL-6 receptor antibody prevents atherogenesis in ldlr
–/–

 mice
23

. IL-6 
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expression is regulated by the phosphorylated STAT3.
24

 Here, we have shown that STAT3 binds 

to FLNA
CT

 cleaved by calpain. Lack of FLN
CT

 decreased nuclear expression of STAT3 and then 

secretion of IL-6. Calpain inhibition reduces development of abdominal aortic aneurysm 

formation and atherosclerosis in ldlr
–/–

 mice.
25

 We treated macrophages with calpeptin and 

observed reduced nuclear expression of STAT3 and IL-6 production. This in vitro result 

supported by the systemic administration of calpeptin to treat aortic atherogenesis in mice that 

displayed reduced size of atherosclerotic plaques. 

The finding of reduced atherosclerosis in macrophage-specific Flna-deficient mice 

is likely explained by three factors. First, foam cell formation in Flna-deficient macrophages was 

reduced. Second, the signaling pathway that led to increased cholesterol efflux of Flna-deficient 

macrophages was associated with increased expression of SR-B1, CD36, and COX2.
26

 Third, 

plasma lipid levels were higher in Flna-deficient mice. Each of these factors—less unloaded 

cholesterols by cultured macrophages, decreased macrophage reverse cholesterol transport, and 

higher plasma lipid levels in vivo—would be expected, on the basis of previous studies, to reduce 

atherogenesis. The finding that ABCA1 and ABCG1 were not involved in the cholesterol 

metabolism of Flna-deficient macrophages was surprising because those transporters are 

considered crucial for the unloading of cholesterol from macrophages. However, SR-B1 and 

CD36 contributed to macrophage cholesterol efflux in previous studies, and our present 

experiments provide strong evidence for their contribution to efflux of Flna-deficient 

macrophages. In macrophages, calpains induce proteolytic degradation of ATP-binding cassette 

transporters, ABCA1 and ABCG1, which results in impaired cholesterol efflux and subsequent 

macrophage foam cell formation.
27

 Furthermore, calpains facilitate the CD36-dependent uptake 

of LDL, and block cholesterol efflux through ABCA1 and ABCG1 in lesional macrophages, 

allowing the expansion of lipid-enriched atherosclerotic plaques.
28

 Blocking cleavage of FLNA 

by calpain reduced lipid uptake to similar reduced levels observed in Flna-deficient 

macrophages. Furthermore, atherosclerotic plaque size induced by the infection with AdPCSK9 

reduced following treatment with calpeptin. Thus, this study identifies FLNA as one of the 

substrates proteolyzed by calpains, regulating lipid metabolism in macrophages during 

atherogenesis. 
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Overall, we have established a causative correlation between FLNA signaling and 

atherogenesis in vivo and identified FLNA cleavage in macrophages as a potential target to 

inhibit atherosclerosis. The identification of increased FLNA expression in macrophages in 

human patients with carotid artery plaques suggests that expression of FLNA might be a 

prognostic biomarker for atherosclerosis, and the chemical agents that prevent FLNA cleavage 

may have therapeutic potential for atherosclerosis and other cardiovascular disorders. 
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1. Filamin A is expressed by macrophages in human atherosclerotic carotid arteries.  

A, Hematoxylin & eosin-stained sections of intermediate and advanced atherosclerotic lesions in 

human endarterectomies (upper panels). Immunofluorescence detection of macrophages (MΦ), 

filamin A (FLNA), vascular smooth muscle cells (SMC), endothelial cells (EC) in intermediate (n 

= 8) and advanced (n = 9) atherosclerotic human plaques (lower panels). Nuclear staining by 

DAPI. Arrowhead points internal elastic lamina bordering intimal thickening from medial layer. 

B, Number of MΦ in advanced lesions as compared to intermediate lesions. C, Expressin of 

FLNA by MΦ in advanced and intermediate lesions. Mean ± SEM values. *P<0.05. 

 

Figure 2. Macrophages deficient for filamin A proliferate and migrate poorly.  

A, Immunoblot analysis of FLNA in MΦ extracted either from male mice either expressing Flna 

(Flna
o/fl

 controls) or lacking Flna (Flna
o/fl

/LC). MΦ-specific expression driven by lysomose 

promoter (LC). Actin was included as internal loading controls. B, Morphological shape of MΦ 

expressing Flna (Flna
o/fl

) or lacking Flna (Flna
o/fl

/LC) as detected by immunofluorescence actin 

staining. C, Number of Flna
o/fl

/LC and Flna
o/fl

 MΦ as assayed for cellular proliferation up to 5 

days. D, Number of Flna
o/fl

/LC and Flna
o/fl

 MΦ as assayed for cellular migration up to 8 hours. 

Phosphorylated level of p-AKT (E) and p-ERK (F) proteins as detected by immunoblotting. 

Total AKT and total ERK were used as loading controls. Mean ± SEM values of at least 

quadruplicated data. *P<0.05 and **P<0.01. 

 

Figure 3. Mice lacking filamin A in macrophages develop smaller aortic atherosclerotic 

plaques.  

A, Sudan IV-stained atherosclerotic aortic plaques obtained from mice that are deficient for low-

density lipoprotein receptor (ldlr
–/–

) and received bone marrow transplantation (BMT) from 

Flna
o/fl

/LC mice that are deficient for FLNA in MΦ (n = 15) as compared to ldlr
–/–

 mice that 

received BMT from Flna
o/fl 

mice expressing Flna (n = 12) (left panels). Quantification of 
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atherosclerotic plaque size by image analysis in Flna
o/fl

 and Flna
o/fl

/LC aortas (middle graphs). 

Aortic intima/media ratios in ldlr
–/–

mice received Flna
o/fl

/LC BMT (right graphs). B, Sudan IV-

stained atherosclerotic aortic plaques obtained from Flna
o/fl

/LC mice infected with adenoviral 

vector driving overexpression of PSCK9 (AdPSCK9) (n = 13) as compared to Flna
o/fl

 controls 

infected with AdPSCK9 (n = 9) (left lanels). Quantification of atherosclerotic plaque size by 

image analysis in Flna
o/fl

 and Flna
o/fl

/LC aortas infected with AdPSCK9 (middle graphs). Aortic 

intima/media ratios in Flna
o/fl

 and Flna
o/fl

/LC aortich arches from mice infected with AdPSCK9 

(right graphs). C, Immunofluorescent detection of CD68 in Flna
o/fl

 and Flna
o/fl

/LC aortic arches 

(left panels). Number of CD68-positive MΦ in Flna
o/fl

 and Flna
o/fl

/LC aortic arches from mice 

infected with AdPSCK9 (right graphs). Arrowheads point internal elastic lamina bordering 

intimal thickening from tunica media. Mean ± SEM values. *P<0.05 and ***P<0.001. 

 

Figure 4. Secretion of Inflammatory Cytokines Impaired in Macrophages Deficient for 

Filamin A. 

A, Secretion of IL-6 in primary MΦ either expressing Flna (Flna
o/fl

) or lacking Flna (Flna
o/fl

/LC) 

as detected by ELISA (n = 8 in each). Serum blood level of secreted IL-6 in atherogenic low-

density lipoprotein receptor-deficient mice (ldlr
–/–

) that received bone marrow transplantation 

(BMT) either from Flna
o/fl

/LC mice or ldlr
–/–

 mice that received BMT from Flna
o/fl 

mice (n = 6 in 

each). Secretion of IL-10 (B) and IL-12 (C) in primary Flna
o/fl

 or  

Flna
o/fl

/LC MΦ as detected by ELISA (n = 8 in each). Mean ± SEM values. *P<0.05 and 

**P<0.01. 

 

Figure 5. C-terminal fragment of filamin A produced by calpain interacts with 

phosphorylated STAT3 and facilitates nuclear transportation of STAT3 to subsequently 

regulate secretion of IL-6.  

A, Co-immunoprecipitation identifying STAT3 as an interacting partner of C-terminal fragment 

filamin A (FLNA
CT

). B, Quantification of immunoblots demonstrating expression of p-

STAT3
Y705

 in cytosol (C) and nucleus (N) in lipopolysaccharide-treated MΦ deficient for FLNA 

(Flna
o/fl

/LC) and expressing FLNA (Flna
o/fl

/LC). C, Quantification of immunoblots 

demonstrating FLNA expression after treatment with calpeptin, a calpain inhibitor. ACTIN was 
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served as internal loading control. D, Quantification of immunoblots demonstrating nuclear 

expression of p-STAT3
Y705

 in Flna
o/fl

 and Flna
o/fl

/LC MΦ following treatment with calpeptin. E, 

Secretion of pro-inflammatory IL-6 as detected by ELISA following treatment with calpeptin and 

STAT3 inhibitor 5,15 DPP in Flna
o/fl

 and Flna
o/fl

/LC MΦ. Mean ± SEM values of at least 

quadruplicated experiments. *P<0.05 and **P<0.01. 

 

Figure 6. Lacking of filamin A impairs uptake of oxidized lipids in macrophages.  

A, Expression of mRNA FLNA in human primary MΦ transfected with siRNA FLNA. Scrambled 

siRNA (siRNA Φ) were served as controls. GAPDH mRNA was used to normalize ratios (left 

panel). Level of minimally modified low density lipoprotein (mmLDL) in human primary MΦ 

transfected with siRNA Φ or siRNA FLNA (right panel). B, Cholesterol and triglyceride levels in 

fast protein liquid chromatography–fractionated plasma pooled from 6 ldlr
–/–

mice received bone 

marrow transplantation (BMT) from Flna
o/fl

/LC mice for as compared to mice received BMT 

from Flna
o/fl

 mice in each after a high-fat diet for 24 weeks. HDL indicates high-density 

lipoprotein; IDL, intermediate-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; and VLDL, 

very-low-density lipoprotein. C, Levels of mmLDL in murine Flna
o/fl

 and Flna
o/fl

/LC MΦ after 

treatment with calpain inhibitor calpeptin and STAT3 inhibitor 5,15 DPP. D, Uptake of total LDL 

(left graphs) and OxLDL (right graphs) in FlnA
o/fl

 and FlnA
o/fl

/LC MΦ after treatment with 

calpain inhibitor calpeptin. E, Quantification of immunoblots of SR-

COX2, ABCG1, ABCA1 proteins extracted from Flna
o/fl

 and Flna
o/fl

/LC MΦ. Mean ± SEM 

values of quadruplicated data. *P<0.05 and **P<0.01. 

 

Figure 7. Calpeptin reduces proliferation and migration of macrophages in vitro and aortic 

atherosclerotic plaque size in vivo. 

A, Proliferation assay of MΦ treated with calpeptin up to 5 days. B, Migration assay of MΦ for 

16 hours. C, Images of Sudan IV-stained–aortas extirpated from C57BL/6 mice infected with 

AdPCSK9 and treated without (n = 8) or with calpeptin (n = 9) (left panels) and their 

quantification by image analysis (right graphs). D, Hematoxylin and Eosin-stained sections of 

C57BL/6 aortic arches infected with AdPCSK9 and treated without or with calpeptin (left 

panels). Histomorphological analysis of aortic intima/media ratios of C57BL/6 mice infected 
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with AdPCSK9 and treated without (n = 7) or with (n = 9) calpeptin (right graphs). E, Number of 

CD68-positive MΦ in aortas of C57BL/6 mice infected with AdPCSK9 and treated without (n = 

7) or with (n = 9) calpeptin. Mean ± SEM values of at least quadruplicated experiments. *P<0.05 

and **P<0.01. 
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DATA SUPPLEMENT FIGURE LEGENDS 

 

Figure I Data Supplement. Deficiency of filamin A in macrophages decreases number of 

macrophages in atherosclerotic aortic plaques, but does not change number of smooth 

muscle cells. 

A, Immunofluorescence detection of MΦ, filamin A (FLNA), vascular smooth muscle cells 

(SMC), endothelial cells (EC) in mice that are deficient for low-density lipoprotein receptor (ldlr
–

/–
) and received bone marrow transplantation (BMT) from Flna

o/fl
/LC mice that are deficient for 

filamin A in MΦ (n = 4) as compared to ldlr
–/–

 mice that received BMT from Flna
o/fl 

mice 

expressing Flna (n = 4). Nuclear staining by DAPI. Note absence of macrophages in 

atherosclerotic plaque (right panel). B, -positive 

vascular smooth cells in ldlr
–/–

mice received either Flna
o/fl

 or Flna
o/fl

/LC BMT. Mean ± SEM 

values. 

 

Figure II Data Supplement. Reduced nuclear expression of p-STAT3
S727

 in the absence of 

filamin A in macrophages. 

A, Reduced nuclear transportation of phosphorylated STAT3 (p-STAT3
S727

) in 

lipopolysaccharide-treated MΦ deficient for Flna (Flna
o/fl

/LC) as compared to MΦ expressing 

Flna (Flna
o/fl

). C; cytosolic protein extract and N; nuclear extract. B, Inhibition of cleavage of 

FLNA by calpeptin reduces nuclear transportation of p-STAT3
S727

 in Flna
o/fl

 MΦ as quantified of 

immunoblots. Mean ± SEM values of at least quadruplicated experiments. *P<0.05 and 

**P<0.01. 

 

Figure III Data Supplement. Cleavage of filamin A regulates secretion of interleukins in 

macrophages.  

Inhibition of cleavage of FLNA by calpeptin reduces secretion of anti-inflammatory IL-10 (A) 

and pro-inflammatory IL-12 (B) in Flna
o/fl

 MΦ as detected by ELISA. Mean ± SEM values of at 

least quadruplicated experiments. *P<0.05 and **P<0.01. 
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Figure IV Data Supplement. Inhibition of cleavage of calpain reduces levels of 

phosphorylated AKT and ERK1/2. 

Treatment of MΦ by calpeptin decreases level of p-AKT (A) and p-ERK (B) proteins in MΦ as 

detected by immunoblotting. Total AKT and total ERK1/2 were used as loading controls. Mean ± 

SEM values of quadruplicated data. *P<0.05. 

 

Figure V Data Supplement. Association of gene expression of FLNA, STAT3, and IL6 in 

public datasets. 

A, Increased gene expression of FLNA, STAT3, and IL6 in human brain cortex during either 

normoxia or ischemia. Reads were downloaded from the European Nucleotide Sequence archive 

accession PRJNA242801 and aligned to the hg19 reference genome with STAR v (GSE56267). 

2.5.2,
29

 with splice junctions supplied from the GENCODE v17 reference genome annotation 

(otherwise default parameters). Gene expression levels were quantified with HTSeq v. 0.6.0 

(specifying the parameter ―-s reverse‖).
30

 DESeq2 and limma tests were used for differential 

expression, respectively, relative to the control conditions. B, Comparison of Flna, STAT3, and 

IL6 gene expression in ApoE
–/–

 murine aortic plaques with wild-type C57BL/6J adventitia and 

media. Note that Flna gene is expressed in atherosclerotic plaques more than wild-type adventitia. 

Increased Flna gene expression in apoE
–/–

 plaques compared to wild-type medial and adventitital 

layers. Raw CEL files were downloaded from the ArrayExpress accession and normalized using 

the ―rma‖ function of the ―oligo‖ R package (v. 1.40.2, default settings) (E-GEOD-21419).
31

 The 

quality of the normalization was assessed using the arrayQualityMetrics R package (v. 3.32.0).
32

 

Differential expression analysis was performed with the ―eBayes‖ function of the limma R 

package (v. 3.32), using default settings.
33

 *P<0.05. 
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EK 6. Tez ile iliĢkli yayınlanmıĢ makale 3. yayın. 
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