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OZET
Meme kanser hiicre hatlarinda transkripsiyon faktér proteini olan FOXML1in otofaji

sinyal yolaginda roliniln arastiriimasi

FOXM1, kanser gelisimine, ilerlemesine katki saglayan transkripsiyon faktorudir. Otofaji,
cesitli stres sartlarinda uyarilarak hucrelerin hayatta kalmasini saglayan katabolik bir
mekanizmadir. Bununla birlikte, otofajinin cok ya da az olmasi kanser gibi patolojik durumlara
yol acar. Bu ylUzden otofajinin siki bir sekilde dizenlenmesi gerekmektedir. Fakat otofajide
rol alan genlerin transkripsiyonlarinin nasil dizenlendigi bilinmemektedir. Calismamizda,
meme kanser hiicre hatlarinda, otofajinin belirtecleri olarak kabul edilen, LC3 ve Beclin-1
genlerinin transkripsiyonlarinda FOXM1'in olasi roliinin arastiriimasi, ayrica, otofaji ve
kanser arasindaki ¢eliskili olan iliskinin aciklia kavusturulmasi amaclandi.

MDA-MB-231 hicreleri FOXM1 siRNA ve kontrol siRNA ile transfekte edildi. Transfeksiyon
sonrasl, kontrol siRNA ile transfekte edilen hicrelerle karsilastiriidiginda, FOXM1 siRNA ile
transfekte edilen hiicrelerde LC3 ve Beclin-1 ekspresyonlarinin gen ve protein seviyesinde
azaldigi bulundu. Chip analizi ile FOXM1'in hem LC3 hem de Beclin-1 genlerinin promotor
bdlgelerine baglandigini, lusiferaz reporter analizi ile FOXM1 siRNA ile transfekte edilen
hicrelerde LC3 ve Beclin-1 ekspresyonlarinin azaldigi, FOXM1 ekspresyon vektorl ile
transfekte edilen hiicrelerde LC3 ve Beclin-1 ekpresyonlarinin arttigi bulundu. Bu verilerimiz,
FOXM1'in LC3 ve Beclin-1 genlerinin transkripsiyonlarinin diizenlenmesinde rol aldigini
gOsterdi. Bdylece, literatiirde ilk kez LC3 ve Beclin-1 genlerinin bilinmeyen molekiler
mekanizmasi ortaya cikartildi. Ayrica, LC3, Beclin-1, ULK1 ve Atg4 siRNA'larla transfekte
edilen MDA-MB-231 hicrelerinde otofajinin  baskilandigi, htcre canliliginin, klon
olusumunun, invazyonun, migrasyonun azaldigi apopitozun indiklendigi bulundu. Bu
sonuclarimizla da, otofajinin agresif kanser hucrelerinin kanserojenik 6zellik kazanmasina
onemli bir katki sagladigi ve otofajinin karmasik rolline bir agiklik getirildigi distnilmektedir.
Sonug olarak, FOXM1'in, agresif meme kanser hicrelerinde bilinen rolleri disinda otofaji
aracihgiyla da hucrelerin kanserojenik 6zellikler kazanmasina katkida bulundugunu ve bu
hiicrelerde otofajinin baskilanmasi gerektigini, bunun icinde otofajinin cesitli basamaklarinda
fonksiyon yapan genleri (LC3, Beclin-1, Atg4 ve ULK1) hedef siRNA'larin terépatik bir ajan
olarak kullanilabilirliligini gosterdi. Ancak FOXM1'i hedeflemenin ¢ok yonli antitimor etkiler
goOsterecegi ve agresif meme kanser hicreleri lGzerinde daha fazla terapétik etkiye yol

acabilecegi kanisindayiz.

Anahtar Kelimeler: FOXM1, Otofaji, MDA-MB-231, siRNA, aclik, migrasyon, invazyon,
proliferasyon, klon, apopitoz, LC3, Beclin-1, Atg4, ULK1.
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Abstract

Investigation of role of FOXM1 which is the transcription factor protein on autophagia

sighal pathway in breast cancer cell lines

FOXML1 is a transcription factor that contributes to the development of cancer. Autophagy is
a catabolic mechanism that stimulated to survival of cells under various stress conditions.
However, if the autophagy is too much or too little, it leads to pathologic conditions such as
cancer. Therefore, autophagy must be strictly regulated. But, it is not known how
transcription of genes involved in autophagy is regulated. In our study, it was aimed to
investigate the possible role of FOXML1 in transcription of LC3 and Beclin-1 genes, which are
considered as markers of autophagy, in breast cancer cell lines, as well as clarifying the
conflicting relationship between autophagy and cancer.

MDA-MB-231 cells were transfected with FOXM1 siRNAs and control siRNA. Compared to
cells transfected with control siRNA, in cells transfected with FOXM1 siRNAs decreased
RNA and protein expressions of both LC3 and Beclin-1. ChIP assay analysis showed that
FOXM1 was linked to promoter regions of both LC3 and Beclin-1 genes.Luciferase reporter
assay showed that while LC3 and Beclin-1 expression decreased in cells transfected with
FOXM1 siRNA,LC3 and Beclin-1 expressions increased in cells transfected with FOXM1
expression vector.

All our data demonstrated that FOXML1 is involved in the regulation of transcription of LC3
and Beclin-1 genes. Thus, for the first time in the literature, unknown molecular mechanisms
of LC3 and Beclin-1 genes were revealed. In addition, we found that cell viability, clonogenic
formation, migration and invasion was markedly suppressed in MDA-MB-231 cells
transfected with LC3, Beclin-1, ULK1 and Atg4 siRNAs. These results suggested that
autophagy has an important contribution to the carcinogenic characterization of aggressive
breast cancer cells. Based on our results, we think that our data clarifies the complex role of
autophagy in cancer cells.

In conclusion, autophagy should be suppressed in agressive breast cancer cells, LC3,
Beclin-1, Atg4 and ULK1 siRNA can be used as a therapeutic agent. However, we believe
that FOXM1 has multi-antitumor effects of targeting, may lead to more therapeutic effects on

agressive breast cancer cells.

Key words: FOXM1, autophagy, MDA-MB-231, siRNA, starvation, migration, invasion,
proliferation, clone, apoptosis, LC3, Beclin-1, Atg4, ULK1.
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.GIRIS

FOX proteinleri, transkripsiyon faktérleri olarak gorev yapan protein ailesidir. FOX protein
ailesinin Gyelerinden olan FOXM1, hiicre déngusiunin ilerlemesinde ve hiicre ¢cogalmasinda
gorev alan genlerin transkripsiyonundan sorumlu olan transkripsiyon faktorudir. Son yillarda
ise FOXM1 kanser hicrelerinde asiri derecede ifade olan onkogenik bir transkripsiyon
faktoru olarak tanimlanmistir (Dai vd. , 2015; Wang vd., 2015; Hamurcu vd. 2016; Hamurcu
vd. 2017). Gorevinden dolayr FOXMZ'in, kanser hicrelerinin timorojenik 6zellik
kazanmasinda ve onkogenik fenotipinin ilerlemesinde kritik bir rolii Ustlendigi gosterilmistir
(Wang vd. 2005; Nandi vd. , 2017; Wang vd. , 2017). Ayrica, FOXM1'in apopitozu
baskilayarak, anti-kanser ajanlara karsi hucrelerin direng¢ kazanmasina da yol actigi
gosterilmistir (Raychaudhuri ve Park 2011; Halasi vd. 2013, Wang vd.,2017). Bizim daha
once yaptigimiz bir caismada, FOXM1'in, agresif meme kanser hiicrelerinin (MDA-MB-231
hacreleri), kanserojenik 0Ozellikler kazanmasinda (migrasyon, invazyon, klonojenik, hicre
proliferasyonu/canhhgini) , eEF2K ( Okaryotik uzama faktor-2'yi fosforilleyen kinaz) ve
Integrin-B genlerinin transkripsiyonlarinin dizenlenmesinde 6nemli bir role sahip oldugu
gosterildi (Hamurcu vd. 2016, Hamurcu vd, 2017). Bu etkilerinden dolayi, FOXM1'in, kanser
hicrelerinde bilinen fonksiyonlari disinda daha birgok rolli olabilecedi dusintlmekte ve buna

yonelik birgcok calismanin yapilmasi gerektigi dnerilmektedir.

Otofaji, aclikta hiicrenin hayatta kalmasini saglayan, stresle uyarilan katabolik bir islevdir.
Katabolik rolinden dolay! otofajinin, hizli ¢ogalan kanser hicrelerinin besin ihtiyaclarini
karsilayan koruyucu bir mekanizma oldugu dusiunilmektedir (Ozpolat ve Benbrook, 2015).
Ancak, otofaji; hiicre 6lumi ve yasamasi gibi farkh sonuclar dogurabilen iki yonli etkiye
sahiptir (Mizushima 2017).Bir grup arastirmacilar, otofajinin uyarilmasinin kanser hiicrelerinin
yasamasina olanak saglayan bir mekanizma oldugunu (Choi vd. , 2013; Wang vd. 2015)
diger bir grup arastirmacilar ise otofajinin alternatif bir 6lim mekanizmasi oldugunu rapor
etmislerdir (Tekedereli vd. , 2013; Ozpolat ve Benbrook 2015; Mizushima 2017). Dolayisiyla,
kanser hiicrelerinde otofajinin kesin roll tam olarak agiklanamamistir ve otofaji diizenlenme

mekanizmasi ile iliskili cevaplanmamis birgok soru vardir:

1.Bu sorulardan birisi, kanser hicrelerinde otofaji genleri nasil dizenlenir? Otofaji
genlerini dizenleyen transkripsiyonel mekanizma heniiz bilinmemektedir. FOXMZ1'in otofajide
rolii olduguna dair literatlirde de herhangi bir bilgiye rastlanilamamistir. Ancak, daha énceki
calismamiz (Hamurcu vd., 2016), FOXM1'in otofajide roli olabilecegini dustundirmektedir.
Bu nedenle, sunulan bu ¢alismada transkripsiyon faktorii olan FOXMZ2'’in, otofajinin belirteci

olarak kabul edilen otofajik genlerin (LC3 ve Beclin-1 genleri) (Chen vd., 2017)transkripsiyon



mekanizmasinda rol alip almadigininin arastirilmasi birincil olarak amaglandi. Boylece, LC3
ve Beclin-1 genlerinin transkripsiyonel diizenlenme mekanizmasinin ilk kez agiga cikariimasi
hedeflendi.

2.Kanser ve otofaji arasindaki iliski cok kansik olup birbiri ile celiskili sonuclar
bulunmaktadir. Calismalar, kanserin baslamasi, ilerlemesi ve terapiye direncte otofajinin cok
onemli role sahip oldugunu go6stermistir. Ancak, kanser hucrelerinde otofaji, ¢ift yonlu bir
etkiye sahip oldugu icin: kanser hicrelerinde otofaji baskilanmali mi yoksa uyariimali mi?
sorusu su anki literatir bilgileri ile hentiz agiklanamamistir (Mizushima 2017; Ozpolat ve
Benbrook 2015). Calismamizda, literatliri baz alarak belirledigimiz otofji genlerini (LC3,
Beclin-1, ULK1, Atg4 genleri) bu genleri hedef alan siRNA’larla baskilayarak, meme kanser
hicre hicrlerinin kanserojenik 6zelliklerindeki degisikliklerin (proliferasyon, migrasyon,
invazyon) arastiriimasi amaclandi. Boylece kanser hicrelerinde otofajinin rolini acikhga
kavusturarak, kanser hiicrelerinde otofaji baskilanmali mi? yada uyarilmali mi? sorusuna

cevap bulunmasi hedeflendi.



Il. GENEL BILGILER

Il.I. Fork Head Box M1 (FOXM1) proteinleri

Fork Head Box (FOX) proteinleri, transkripsiyon faktorleri olarak gorev yapan bir protein
ailesidir. FOX proteinleri hiicre cogalmasi, hicre doéngusinin dizenlenmesi, hicre
farklilasmasi, doku homeostazisi, anjiyogenez ve apopitozu iceren bircok biyolojik sirecte
yer almaktadir (Gomes vd., 2013 ;Hamurcu vd., 2016; Hamurcu vd., 2017; Nandi vd., 2017;
Wang vd.,2017 ). FOX protein ailesinin Gyelerinin bir kismi timaor-stpressor olarak, bir kismi
ise onkogen olarak davranir (Shimeld vd. , 2010; Carlsson veMahlapuu 2002; Bella vd. ,
2014).

Bu ailenin tyelerinden biri olan FOXM1 proteini, hiicre déngtsinin ilerlemesinde ve hicre
cogalmasinda 6nemli bir fonksiyona sahip olup klasik bir onkogen olarak gorev yapar (Halasi
vd, 2013; Xue vd, 2012; Gomes vd, 2013; Hamurcu vd. , 2016; Hamurcu vd. , 2017; Nandi
vd. , 2016). FOXM1'nin en 6nemli 6zelligi, cogalan hicrelerde ve tumor hicrelerinde ifade
olurken, farkhlasmasini tamamlamis bélinmesini durdurmus Go evresinde bekleyen
hiicrelerde ifade olmamasidir. Boluinen hicrelerde FOXM1'in aktivitesi hiicre dongusunin S
evresinde artar, M ve G2 fazi boyunca yiksek seviyede kalir. FOXML1'in transkripsiyonel
aktivitesi ise onkogenik Ras-MAP, NF-kB ve EGFR sinyal yolagi ile kontrol edilir. Onkogen
olan FOXM1, timor sipressor olan p53 tarafindan da negatif olarak diizenlenir (Gartel vd. ,
2010; Wang vd 2010).

FOXM1'in solid tumoérlerde; malin  mezotelyoma, meme kanseri, akciger kanseri,
glioblastoma, gastrik karsinoma, kolerektal kanser, hepatosellular karsinoma, pankreatik
karsinoma, over ve bébrek kanserlerinde yuksek oranda ifade edildigi bulunmustur. (Xue vd,
2012; Christensen vd, 2013; Wang ve Gartel, 2011). Yine, bizim tarfimizdan daha 6nce
yapilan calismada da FOXM'in cesiti meme kanser hiicre hatlarinda normal epitel
hiicrelerine gore daha fazla ifade edildigi bulunmustur (Hamurcu vd., 2016). FOXM1'in fazla
ifade olmasinin in vitro kanser hiicre hatlarinda invazyonu, anjiyogenezisi artirdigi bir ¢cok
calismalarla gosterilmistir (Dai vd., 2007; Huang vd., 2007; Gabriel vd.2011; Xue YJ vd.,
2012; Hamurcu vd., 2016). Pankreatik, meme, prostat, bobrek kanser hiicre hatlarinda
FOXM1 siRNA ile susturuldugunda, hicrelerin proliferasyon, migrasyon ve invazyon
oranlarinda 6énemli bir azalma oldugu bulunmustur (Xue vd, 2012; Dai vd, 2007; Ahmad vd,
2010). Bu bulgular FOXMZ'in timdrogenezde anahtar bir rolii oldudu, kanser gelisimine,
kanser hicrelerinin timorojenik 6zellikler kazanmasina ve onkogenik fenotipin ilerlemesine
katkida bulundugunu ortaya koymustur. Ayrica FOXML1'in, bu hiicrelerde radyoterapik ve

kemoterapik ajanlara kars! direnci de artirdigi gosterilmistir (Millour vd, 2011; Carr vd, 2010;
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Kwok vd, 2010; Halasi vd, 2012; Wang vd 2017). Bizim daha 6nce yaptigimiz ¢calismalarda
da, siRNA aracili baskilanmigs FOXM1'in MDA-MB-231 meme kanser hicre hatlarinda
invazyonu, proliferasyonu, migrasyonu azalttigi bulunmustur (Hamurcu Z vd, 2016; Hamurcu
vd. , 2017).Yapilan tim bu calismalar, timdrlerde artmis FOXM1 seviyesi ile ilerlemis timor
derecesi, ylksek proliferasyon orani ve zayif prognoz arasinda bir iliski oldugunu ve
FOXM1'in kanser hastalari i¢in yeni bir prognostik marker olabilecegini gostermektedir
(Gomes vd, 2013; Halasi vd, 2013,; Dai vd., 2015, Wang vd., 2014, Nandi vd., 2017).

Il.Il. Otofaji ve Basamaklari

Kelime anlami kendi kendini (auto) yeme (phagy) olan otofaji, aclkta hiicrenin hayatta
kalmasini saglayan bir mekanizmadir. Otofaji, hlicrenin kendi i¢erigi olan sitozolik proteinlerin
veya organellerin otofagozomlar tarafindan alinmasi ve yikim igin lizozoma tasinmasi, sonra
da lizozomlarda yikilan kigik molekillerin tekrar kullaniimak tzere sitoplazmaya aktariimasi
olayidir (Ge vd, 2014; Ozpolat ve Benbrook, 2015; Gallagher vd., 2016; Mizushima, 2017).
Otofajinin  saperon-aracili otofaji, mikro-otofaji, makro-otofaji olmak Uzere ¢ tipi
bulunmaktadir (Chen ve Klionsky, 2011; Ozpolat ve Benbrook ,2015; Bootman vd., 2017 ):

1. Saperon aracil otofaji; yuksek yapilh dkaryotlarda gérilen otofaji tipidir. Saperon protein

once hedefi olan sitozolik proteine baglanir ve daha sonra da lizozom membraninda
bulunan reseptoériine baglanir. Sitozoliik protein yikim igin lizozom igine alinir.

2. Mikro-otofaji; lizozom membranin ice dogru ¢ikinti olusturmasiyla sitoplazmik materyalin
lizozomda dogrudan yikilmasidir.

3. Makro-otofaji; ¢ift membranli vezikill olan otofagozom olusmasiyla tanimlanir. Makro-
otofaji sirasinda, sitoplazmik proteinler, organeller ve diger bilesenler fagoforla cevrelenir.
Fagofor genisler ve otofagozoma donusur. Otofagozom lizozom membraniyla birlesir ve
otolizozoma donusur ve asit hidrolazlar tarafindan sitoplazmik bilesenlerin yikim gerceklesir.
Yikim sonucu olusan urinler yeniden kullanilimak (zere lizozom membraninda bulunan
permeazlar tarafindan tekrar sitozole tasinir.

Bu ¢ otofaji tipinden makro-otofaji en ¢ok calisilan otofaji tipidir (Chen ve Klionsky, 2011;
Ozpolat ve Benbrook, 2015) ve literatiirde “makro-otofaji” otofaji olarak ifade edilmektedir.
Bizimde sunulan ¢alismamizda makro-otofaji sinyal yolagi ¢cahsiimistir.

Mayalarda yapilan calismalar da otofaji ile ilgili (autophgy-related(Atg)) en az 37 potein
tanimlanmistir (Ozpolat ve Benbrook, 2015; Mizushima, 2017; Bootman vd., 2017). Otofaji
icin esas olan Atg proteinleri, integral membran proteinlerini, Atg9 ve en az dort biyik
multiprotein  kompleksini icerir.  Bu proteinlerinin  herbirinin  tam olarak gorevi

tanimlanmamakla birlikte otofajinin farkli basamaklarinda gorev yaparlar (Sekil 1).
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Sekil 1. Otofaji islevinde goérev alan proteinler. ULK kompleksi (Unc-51-like Kinase)
fagofor olusumunu tetikler. PI3K (Fosfotidilinozitol-11l-Kinaz) kompleksi fagoforun uzamasi ve
otofagozomun tamamlanmasi ic¢in gerekli olan konjugasyon sistemi ile etkilesime girer ve
uyarir. Konjugasyon sistemi; LC3'U aktive eder. Aktiflesen LC3 konjugasyon sistemi araciligi
ile PE (fosfotidiletanolamin)’'ye baglanir. Atg4 ve diger Atg proteinleri LC3'Un islenmesini
saglar. Son basamak olan otofagozomun lizozomla birlesmesi i¢in otofagozom
membranindan Atg proteinleri uzaklastirilir , otofagolizozom olusur ve yikim gergeklesir
(Autophagy - Covalab Biotechnologywww.covalab.com).

Otofaji (makro-otofaji), uyariima, vezikil olusumu, vezikil uzamasi, tamamlanmasi ve

vezikulin lizozomla birlesmesi olmak tzere birgok basamagi iceren bir suregtir (Sekil 2).

Sekil 2. Otofaji basamaklarinin sematik diyagrami. Otofaji membran izolasyonu ve vezikul
cekirdeklenmesi ile baslar, bu basamagi vezikil uzamasi ve olgunlasmasi takip eder.
Olgunlagsmasini tamamlamis olan otofagozom lizozomla birlesir, otolizozom olusur.
Lizozomda bulunan hidrolaz enzimleri tarafindan otofagozom icerigi otolizozomda parcalanir

(Autophagy in C. eleganswww.wormbook.org).
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1. Otofajinin uyariimasi ve fagofor olusumu: Otofajinin olusumunu baslatan en dnemli

faktor acliktir, yani temel besin maddelerinden herhangi birinin bulunmamasi otofajiyi
baslatabilir. Otofajinin temel inhibitéri, mTOR (target of rapamycin) proteini olup,
serin/treonin kinaz aktivitesine sahiptir. Bu kinaz besin varliginda, protein kinaz olan Atgl’i
negatif olarak dizenler. Aclikla mTOR'un inhibisyonu, Atgl’in aktivasyonuna sebep olur.
Aktiflesen Atgl, diger Atg proteinlerini fosoforilleyerek otofagozom olusumunu baglatir.
Otofagozom olusumundaki ilk basamak fagofor olusmasidir. Atgl’in memelilerdeki homologu
ULK (Unc-51-Like Kinase) kompleksi olup, otofagozom olusumunu baslatir. ULK kompleksi
ULK1, ULK2, Atgl13, fokal adezyon kinaz proteini olan FIP200 ve Atg101 proteinlerini igerir.
Aclikta mTOR inhibisyonu ULK kinazi aktive eder. Aktiflesen ULK, Atgl3 ve FIP2000
proteinlerini fosforiller ve bdylece fagofor olusumu tetiklenir. (Cerella vd, 2014; Chen vd,
2014; Ge vd, 2014; Pengo vd., 2017; Gallagher vd., 2016) (Sekil 1, 2).

2. Fagofor uzamasi ve olgun vezikdl olusumu: Fagofor olusumunun baslangic

asamasinda, fagofor membranin yapilanmasi i¢in fosfotidilinozitol-3- kinaz (P13-K) kompleksi
gereklidir. Bu kompleks membran icin gerekli olan protein ve lipidlerin toplanmasi saglar. IP3-
K kompleksi, fagoforun uzamasi ve otofagozomun tamamlanmasi igin gerekli olan ubikutin-
benzeri konjugasyon sistemiyle etkilesime girer (Sekil 1). Bu konjugasyon sisteminde gérev
alan Atg proteinleri LC3'U aktive eder (Sekil 1). Aktiflesen LC3, Atg4’inde gorev aldigi Atg
proteinleri tarafindan islenerek hedefi olan lipid fosfotidil etanolamin (PE)’e baglanir.Lipid
bagh forma donlisen LC3 fagofor membranina yerlesir ve otofaji i¢cin fagoforun geniglemesini
ve tamamlanmasini saglar (Sekil 1, 2) (Cerella vd, 2014; Chen vd, 2014; Mizushima, 2017;
Ge vd, 2014, Gallagher vd., 2016).

3.0Olgunlasmis fagozomun (vezikilin) lizozomla birlesmesi: Otofajide son basamak,

olgunlasmis otofagozomlarin, endolizozom membrani ile birlesmesidir (Sekil 2). Bu basamak
olgun otofagozom membraninindan Atg proteinlerinin ayrilmasini gerektirir. Bu islem de Atg4
olmak Uzere yine birka¢c Atg proteinleri tarafindan dizenlenir (Cerella vd, 2014; Chen vd,
2014; Mizushima, 2007; Ge vd, 2014; Sanchez-Wandelmer vd., 2017) (Sekil 1).
Otofagozomun lizozomla birlesmesinden sonra, vezikil iceriginin yikimi lizozomda bulunan
asit-hidrolaz enzimlerince gergeklestirilir.Yikimdan sonra olusan kiiciik molekiller 6zellikle
amino asitler aglikta hiicresel fonksiyonlarin korunabilmesi igin tekrar sitoplazmaya transfer
edilir (Chen vd, 2014; Ge vd, 2014; Cerella vd, 2014; Mizushima 2017).

Sunulan Arastirmada galisilan gen ve proteinler

1.Atg8 (LC3): Mayalarda tanimlanan 37 Atg proteinden, goérevi en iyi sekilde agiklanan Atg8

(memelilerde homologu LC3) proteinidir ve otofajinin bir belirteci olarak kabul edilir (Tang

vd., 2016) LC3, ubikitin benzeri bir protein olup, sitoplazmada LC3-I formunda serbest halde

bulunur. Otofaji uyarildi§i zaman, LC3-I fosfotidiletanolamin baglanir ve LC3-I formudan LC3-
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II formuna donuasur. LC3-1I (fosfotidiletanolamin bagli formda iken) otofajik membranin
ylUzeyine yerlesir, otofagozomun uzamasinda, olgunlasmasinda gorev yapar (Sekill) (Yoshii
ve Mizushima 2017).

2.Atg6 (Beclin-1): Atg6’nin, Memelilerdeki homologu Beclin-1 proteinidir ve otofajinin belirteci

olarak kabul edilir (Ge vd, 2014; Tang vd., 2016). Beclin-1 gbérevi en yi tanimlanmis
proteinlerden biri olup otofagozomun olusmasini baslatir (Gallagher vd 2016; Mizushima
2017) (Sekil 1).

3.Atg4 (Atg4B): Memelilerdeki homologu Atg4B'dir. Proteaz aktivitesine sahiptir. Hem,

LC3'nin islenmesinde goérev yapar hem de otofagozomun lizozomla birlesmesi igin,
otofagozomun dis membraninda bulunan LC3’in membrandan uzaklastirilmasinda gorev alir
(Gallagher vd., 2016; Sanchez-Wandelmer vd., 2017) (Sekil 1).

4.ULK1 proteini: Mayalardaki Atgl ptoteinin memelilerdeki homologu olarak tanimlanan ULK

(Unc-51-Like kinazlar) memelilerde otofajide rol oynayan ilk protein olarak tanimlanmistir.
ULK1,; serin/treonin kinazdir ve otofajinin uyariimasindan sorumludur. (Mizushima 2010;
Gallagher vd., 2016; Pengo vd., 2017) (Sekil 1).

ILIIl. Otofajinin Fonksiyonu

Otofaji, hiicre gelisiminde ve homeostazisinde dnemli bir role sahiptir. Otofajinin primer
gOrevi, aclik gibi stres sartlarina karsi hiicreleri korumaktir. Aclik stiresince otofaji sitoplazmik
bilesenlerin yikimini saglar. Bdylece yeni proteinlerin sentezi ya da ATP dretimi icin ihtiyac
duyulan amino asit ve yag asiti ihtiyaci karsilanir. Bununla birlikte otofaji asiri uyanldigi
zaman, hicre 6lumuine yol acgabilir ve bu 6lim tipi, tip-1l programlanmis hicre 6lim tipi olarak
adlandinlir (Ge L vd 2014; Fulda vd., 2017; Ozpolat ve Benbrook , 2015; Mizushima, 2017).

Normal sartlar altinda ve kisa sureli aclik stresince amino asit konsantrasyonunun
korunmasi icin otofajiden daha cok ubikutin ptoteozom sistemi kullanilir. Ancak, birka¢ saat
devam eden aclik sirasinda gerekli olan amino asitler otofaji ile uretilir. Besin kithgina
ilaveten, hipoksik sartlar, metabolik stres de otofajiyi uyarir. Metabolik stres tipik olarak
apopitozu indukler ama, apopitoz mekanizmasinin bozuldugu hicreler hipoksik sartlar
altinda yasamaya devam eder. Bu hiicrelerin canli kalmasi otofajiye baglidir. Hem apopitozis
hem de otofaji baskilandigi zaman hicre canhhgini sirdirmede basarisiz olur ve olur.
(Mizushima , 2014).

Otofaji ya da fonksiyonundaki bozukluklar, kanser, kalp hastaliklari, nérodejenerasyon, kalp
hastaliklar, gastrointestinal hastaliklari gibi patolojik durumlara yol acar (Jiang ve
Mizushima, 2014;Rodolfo vd., 2017).Bir ¢cok durumda otofajinin ¢ok ya da az olmasi hem
pozitif hem de negatif etkiye sebeb olur. Otofaji ile ilgili yapilan arastirmalardan ortaya
cikarilan temel sonuca gore, otofajinin ¢ok ya da az olmasi zararli olabileceginden otofaji

¢ok siki bir sekilde diizenlenmek zorundadir. Otofajinin terapatik amacla kullanilabilmesi icin
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otofajinin dizenlenme mekanizmasinin ¢ok iyi anlasilmasi gerekmektedir. (Ge vd., 2014;
Chen vd., 2011).

Il. IV. Otofaji ve Kanser Arasindaki iliski

Katabolik rolinden dolay! otofaji, kanser gelisiminin baslangic basamaklarinda hucrelerin
hayatta kalmasini saglayan koruyucu bir mekanizma olarak gdsterilmektedir. Hipoksi,
metabolik stres, kemoterapik ya da radyoterapik tedaviler otofajiyi tetikler (Xin vd 2017).
Otofajinin tamoksifen gibi hormonal terapiler ve DNA hasarlayici ajanlarin yol actigi
apopitotik hiicre 6lumuni de geciktirdigi gdsterilmistir. Tumor baslangicinda olusan hipoksi
ve metabolik stres sartlarinda, pre-kanser ve kanser hicrelerinin enerji taleplerinin
karsilanmasi, ATP seviyesinin korunmasi i¢in, bu hiicrelerde otofaji aktive edilir. Bu ylzden
timorin baslangic ve blyime asamalarinda otofajinin aktive edildigi rapor edilmistir. Ayni
zamanda otofoji, hiicre 6lurken 0Ozellikle apopitozun baslamasi, apopitozom olusumu ve
kaspaz aktivasyonu icin ihtiyac duyulan ATP gibi enerji kaynaklarinin saglanmasina da
destek verir. (Cerella vd, 2014). Dolayisiyla, otofaji ve kanser arasindaki iligki ile ilgili literatr
oldukca karmasik olup elde edilen sonuclar birbirleriyle uyumluluk géstermemektedir
(Ozpolat ve Benbrook 2015; Mizushima 2017; Zhou vd., 2016). Ozpolat ve ekibi meme
kanser huicrelerinde siRNA kullanilarak otofaji ile iliskili hedef genleri susturduklarinda,
otofajik hticre 6limundn uyarildigini ve baskilanmis otofajinin su anda kullanilan tedavilerin
etkisini artirabilecegini gostermislerdir (Tekedereli vd 2013). Yine, Ozpolat ve ekibi,
pankreatik kanser hiicrelerinde otofajide anahtar rol oynayan proteinlerin ekspresyonlarini
baskiladiklarinda otofajik hiicre 8lumdntn tetiklendigini gdstermisler ve baskilanmis otofajinin
tedaviye yanit vermeyen kanser hicrelerinde alternatif bir mekanizma olabilecegini
Oonermiglerdir (Akar vd, 2007; Ozpolat vd 2007). Yine bazi arastirmacilar, otofajide rol alan
Atg6, Beclin-1, Atgl0 ve Atgl2 genlerini sSiRNA ile ya da bafilomisin gibi farmakolojik
inhibitorlerle susturarak otofajiyi baskiladiklarinda, baskilanmis otofajinin  kanserlerde
kullanilan terap6tik ajanlarin etkisini artirdigini gostermislerdir (Amaravadi vd, 2007; Qadir
vd, 2008). Oysa, bazi calismalar, otofajinin diisik ekspresyonun kanserin ilerlemesine katki
sagladigini, ayrica otofajinin asiri ekspresyonunun kanser hicrelerinin daha az agresif bir
davranis sergilemesine ve kemoterapiye daha duyarli olmasina yol actigini géstermislerdir
(Valente vd, 2014; Maycotte P ve Thorburn A, 2014). Sonug olarak, bazi ¢alismalar otofajinin
hicre 6liumine yol acarak timoér stpressor bir roli oldugunu, bazi ¢alismalar ise otofajinin
timor hicrelerini yasamaya ve ¢ogalmaya tesvik ederek onkogen olarak davrandigini ortaya
koymuslardir (Cerella vd, 2014; Chen vd, 2014; Bassam vd, 2013). Bu ylzden, kanser
hicrelerinde, otofajik hayatta kalma mekanizmasi baskilandiginda mi, yoksa otofajik 6lim
mekanizmas! uyarildiginda mi saglik i¢cin yararli? sorusu literatirde heniz

cevaplanamamistir. Su ana kadar yapilan calismalar, bu sorunun cevabinin yapilacak yeni
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arastirmalarla aciklia kavusmasi gerektigini 6nermektedir (Gomes vd, 2016; Zambrano ve
Yeh, 2016).



Ill. MATERYAL VE METOD

lll.I. Hucre Hatlari

Calismamizda uclu reseptor negatif meme kanser hiicre (TNBC) hatti olarak MDA-MB-231 ,
Ostrojen reseptdr pozitif (ER+) meme kanser hiicre hatti olarak MCF7 ve normal epitel hiicre
hatti olarak MCF10A hcreleri kullanildi.

l.1.Hucre kaltaru

Calismamizda kullanilan hticreler Fetal-Bovin-Serum (FBS +) iceren uygun buyume besiyeri
(medya) kullanilarak 37 °C’de inkiibatérde cogaltildi. Bilindigi gibi aclik otofajiyi indikleyici
major etkendir. Bu nedenle otofajiyi indiklemek ve pozitif kontrol olarak kullanmak igin,
calismamizda kullanilan htcrelerin bir kismi da serum icermeyen (FBS -) besiyerinde ag¢
birakilarak kalttr yapildi. Tum bu igslemler steril ortamda laminar-air flow kabin kullanilarak
yapildi.

LI, Hacrelerin FOXM1, LC3, Beclin-1 ULK1, Atg4 siRNA’lar ile transfeksiyonu
Calismamizda meme kanser hicrelerinde, FOXM1'in otofajinin belirteci oldugu ileri surtilen
LC3 ve Beclin-1 genlerinin transkripsiyonlarinin dizenlenmesinde ve otofaji de rol alip
almadigini arastirmak icin, FOXM1 genini hedefleyen iki farkh FOXM1 siRNA kullanildi.
Meme kanser hicrelerinde otofajinin karmasik roline aciklik getirmek icin, otofajinin temel
belirteci olan LC3, Beclin-1 genleri ve bu genlerin yani sira otofajide rol oynayan genlerden
ULK1, Atg4 genlerini hedefleyen iki farkli LC3, Beclin-1 ULK1, Atg4 siRNA’lari kullanildr.
Ayrica tim deneylerimizde negatif kontrol olarak (herhangi bir geni baskilamayan) kontrol-
SiRNA kullanildr.

Hucreler, FOXM1, LC3, Beclin-1 ULK1, Atg4 genlerini hedefleyen FOXM1, LC3, Beclin-1
ULK1, Atg4 siRNA’lar1 ve herhangi bir geni hedeflemeyen kontrol siRNA ile transfekte edildi.
siRNA transfeksiyonu igin hyperfect transfeksiyon ajani olarak kullanildi. Hiicrelerin cogaldigi
kaltir ortamina son konsantrasyonlari 50 nM olacak sekilde siRNA’lar eklendi ve 72 saat
boyunca hucrelerin siRNA'lar ile transfekte olmasi saglandi (Hamurcu vd., 2016; Hamurcu
vd.2017).

l.IV. MDA-MB-231 hiicrelerinin FOXM1 overekspresyon vektori ile transfeksiyonu
FOXML1'in ekspresyonunu artirmak icin MDA-MB-231 hicreleri FOXM1 overekspresyon
plasmidi (vektér) ve negatif kontrol olarak empty vektér ile transfekte edildi. Transfeksiyon
ajani olarak hyperfect kullanildi. Transfeksiyonun 40. saatinde hiicreler toplandi (Hamurcu
vd., 2016; Hamurcu vd., 2017).

. V.MTS Testi

MTS hdcrelerin canlilik/proliferasyon oranlarini analiz etmek igin kullanilan bir yontemdir.

Calismamizda kullanilan hureler 96'lik plate’lere ekildi. inkiibasyonlarinin 24.saatinde
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FOXM1, LC3, Beclin-1 ULK1, Atg4, kontrol siRNA'lar ile transfekte edildi. Transfeksiyonlarin
72.s aatinde hicrelerin bir kisminin inktibasyonlari sonlandirildi, bir kisim hicreler 4 saat
serum icermeyen medyum igerisinde inkiube edilerek a¢ kalmasi saglandi. Sonra, PMS/MTS
solusyonu kullanilarak ELISA reader’da 6lguim yapildi.

lll. VI. Western Blot Analizi

Hedef proteinlerin ekspresyon analizlerini yapmak icgin kullanilan ydntemdir. Hicreler
medyum iceren flasklara ekildi, kullanilan hiicrelerde hedeflenen proteinlerin (FOXM1, LC3,
Beclin-1, ULK1 ve Atg4 proteinleri) bazal ekspresyon seviyelerini ve siRNA’larla transfekte
edilen hicrelerde hedef proteinlerin (FOXM1, LC3, Beclin-1, Atg4, ULK1, hiicre ¢ogalmasi,
migrasyonda ve invazyonda rol alan, Cyclin-D1, integrin, pSrc, Src, PARP ve otofajide gorev
alan diger proteinlerin) ekspresyon seviyelerini belirlemek icin kultire edilen hiicrelerden
western blot analizi yapildi.

Western blot analizi i¢in, amaca uygun sartlarda c¢ogaltilan hicreler toplandi. Toplanan
hacreler, hiicre liziz tamponu kullanarak parcalandi ve bu hiicrelerden proteinler izole edildi.
izole edilen proteinlerin  konsantrasyonlari hesaplandi ve tim hicrelerde elde edilen
proteinler esit konsantrasyonlarda SDS-PAGE jele yiklendi, yuritme tamponu (Running
Buffer) varliginda elektroforez tankinda elektrik akim varliginda 2-3 saat jelde proteinlerin
yurimesi (ayriimasi) saglandi. Daha sonra proteinler membrana transfer edildi. Sonra
hazirlanan membranlarda hedeflenen proteinlerin ekspresyonlari gorintileme sistemi
kullanilarak analiz edild.

lll. VII. Klonojenik Tespit

Hucreler, kontrol siRNA, LC3, Beclin-1 ULK1 ve Atg4 siRNA'lar ile transfekte edildi ve
transfeksiyon sonrasi bu hiicrelerde klon olusumu arastirildi. Bunun igin; medya bulunan 6’lik
plate’lere uygun miktarlarda hiicreler ekildi ve ekimin 48. saatinde siRNA (LC3, Beclin-1
ULK1, Atg4, kontrol siRNA ) transfeksiyonu yapildi ve sonra 10-12 gin 37°C’de inkibe
edildi. inkilbasyon sonrasi, ortamdan medyum uzaklastirildi ve hiicreler (her bir plate)
metanolle hazirlanmis %210’luk kristal-viyole ile boyandi ve olusan klonlar sayilarak yizde
degerleri hesaplandi (Hamurcu vd., 2016).

lL.VIII. Migrasyon tespiti (Wound healing assay)

Bu yontem, hdcrlerin tutundugu ortamda pipet araciliglyla yara olusturularak, bu yaranin
kapanma oranina gore, hicrelerin migrasyonlarini analiz etme isemidir.

6’'lik plate’lere hicreler ekildi ve inkiibe edildi. inkUbasyonun 24. saatinde, hucreler LC3,
Beclin-1 ULK1, Atg4 ve kontrol siRNA’lar ile transfekte edildi. Transfeksiyondan 72 saat
sonra hucreler inktbatérden cikartildi, laminar air flov kabinde hicrelerde steril pipet ucu
kullanilara yara olusturuldu, sonra 0.saatte yara olusturulan hicrelerin kamera atagmanli

mikroskop kullanilarak fotografi ¢ekildi ve sonra bu hiicreler tekrar inkiibatore kondu. Yara
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kapanmasi (pipetle olusturulan bosluga hicrelerin go¢ ederek, olusturulan boslugun
doldurmasi) kontrol-siRNA ile transfekte edilmis hiicrelerde mikroskop altinda belli zaman
araliklarinda takip edildi, bu hicrelerde yara kapandigi (olusturulan bosluk hicrelerle
dolduruldugu zaman) zaman kultir sonlandirildi ve huicrelerin tekrar goérintileri alindi.
Olusturulan bosluga goc¢ eden hicreler sayilarak, siRNA'larla transfekte edilen hiicrelerde
migrasyon orani hesaplandi (Hamurcu vd., 2016).

lII.IX. invazyon tespiti

Hucreler medyum iceren kultir flasklarina ekildi ve inkiibasyonun 24. saatinde LC3, Beclin-1
ULK1, Atg4 ve kontrol siRNA'larla transfekte edildi. siRNA transfeksiyonun 72 saatinde
hicreler toplandi. Sonra hicrlere toma laminda sayildi ve tum hicreler esit miktarda
Onceden hazirlanmis matrijel iceren insert'lere yerlestirildi ve 24 saat inkibe edilerek
invazyonu saglandi. 24 saat sonra kultir sonlandirildi. Ortamdaki medyum uzaklastirildi ve
hicreler fikse edilerek boyandi. Sonra boyanmis olan insertler kesildi ve lama yerlestirildi
preparat hazirlandi. Daha sonra kamera atagcmanli mikroskop kullanilarak preparatlarin
goruntisu alindi ve membranin (insert) bir tarafindan diger tarafina gecen hiicreler sayilarak
invazyon yapan hiicre orani hesaplandi (Hamurcu vd., 2016).

lll. X. Annexin-V Analizi

Apopitoza giden hiicrelerin membran yapisinda degisiklik olur. Normalde hiicre membranin
sitozole bakan yuzinde (i¢ yuzinde) bulunan fosfotidil serin, apopitoza giden hicrelerde
membranin i¢ yizinden dis yuzine tasinir. Annexin-V memebranin dis yiiziinde bulunan
fosfotidil serini boyar. Bu nedenle yaygin olarak apopitoz analizinde Annexin-V yodntemi
kullanilir.

Hucreler medyum iceren kiltir flasklarina ekildi ve inkiibasyonlarinin 24. saatiinde siRNA’lar
(kontrol siRNA, LC3, Beclin-1 ULK1, Atg4) ile transfekte edildi. 72 saatlik siRNA
transfeksiyonu sonrasi hicreler toplandi annexin-V kit icerijine uygun sekilde hicreler
islemlerden gecirildi ve muse cihazinda apopitoz orani dl¢uldi.

lll. XI. Otofaji Analizi

Kontrol siRNA, LC3, Beclin-1 ULK1 ve Atg4 siRNA’lariyla transfekte edilen meme kanser
hicrelerinde, otofaji dizeyini tespit etmek icin; hiicreler medya iceren 6’lik platelere ekildi ve
37 °C'lik etilvde inkilbe edildi. inkiibasyonun 24. saatinde hiicreler siRNA (LC3, Beclin-1
ULK1, Atg4 kontrol siRNA, FOXM1)'larla transfekte edildi. Transfeksiyonun 72. saatinde
inkiibasyon sonlandirildi ve hiicreler toplandi. Hicrelerin bir kismida 4 saat a¢ birakildi (72
saatlik transfeksiyon sonrasinda, ortamdaki medyum uzaklastirilarak FBS (-) eklendi ve 4
saat bu ortam igerisinde inkiibe edildi.) Sonra otofaji kit proseduriine uygun sekilde hicreler

islemlerden gecirildi ve muse cihazinda otofaji indiiklenme orani dl¢ald.
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lI. XII. Asidik Vezikillerin (Otofajik Vezikullerin) Tespiti

Akridin oranj, asidik vezikiler olusumlari (otofajik vezikiller, lizozom, endozom, otofagozom
vb.) belirlemek ic¢in kullanilan floresan bir boyadir ve asidik vezikiler yapilarin etrafinda
birikerek sari-turuncu goruntt olustururken, sitoplazmay yesile boyar. Calismamizda asidik
vezikiler olusumlati belirlemek icin, hiicreler medya iceren 6’lik platelere ekildi ve 37 °C’lik
etiivde inkiibe edildi. inkiibasyonun 24. saatinde hiicreler siRNA (LC3, Beclin-1 ULK1, Atg4
kontrol siRNA, FOXM1)larla transfekte edildi. Transfeksiyonun 72. saatinde inkiibasyon
sonlandirildi. Ortamdan medyum uzaklastirildi ve hicreler acridine orange ile boyandi
(acridine orange sitoplazma ve nikleusu yesile boyarken, otofagozomlar parlak kirmiziya
boyar). Sonra hucrelerin floresan mikroskop goruntileri alinarak otofajik vezikiler olusumlar
analiz edildi.

lII.XIl.Revers Transkriptaz PCR (RT-PCR) Analizi

Hedef genlerimizin ekspresyon seviyelerini belirlemek icin, MDA-MB-231 hiicreleri medyum
iceren 6 kuyucuklu kaplara ekildi. Hicreler 24. saatte son konsantrasyonu 50 nM olacak
sekilde kontrol siRNA, iki farkli FOXM1 siRNA, iki farkli LC3 siRNA ve iki farkli Beclin-1
siRNA’lar ile transfekte edildi. Transfeksiyonun 72. saatinde hicrelerden trizolle RNA
izolasyonu yapildi. Total RNA miktar nano-dropta Olgildi. RNA drneklerinden reverse-
trankriptaz enzimi kullanarak cDNA elde edildi.

RNA o6rneklerinden cDNA elde etmek icin; reverse-transkriptaz enzimi iceren mix hazirlandi
ve asagidaki program kullanilarak RNA'dan cDNA elde edildi.

cDNA Termal Programi

42°C 15 dakika

95°C 5 dakika

cDNA ornekleri LC3 genine spesifik ( F: 5-GAG CAG CAT CCA ACC AAA -3, R: 5-CGT
CTC CTG GAG GCA TA -3) ve Beclin-1 genine spesifik ( F: 5-GAA CGG CAA GAT AGT
GGC-3', R:5-CAG AGC ATG GAG CAG CAA-3) pirmerler kullanilarak asagidaki programa
gore PCR cihazinda ¢ogaltildi.

LC3icin PCR programi Beclin-1 icin PCR programi

2 dakika 94°C 2 dakika 94°C

30 saniye 95°C 30 saniye 95°C

30 saniye 52°C 1 35 dongu 30 saniye 54°C 35 dongu
1 dakika 72°C 1 dakika 72°C

1 dakika 72°C 1 dakika 72°C

) 4°C o 4°C
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Cogaltilan ornekler etidiyum bromur iceren %1.2'lik agoroz jele yuklendi ve 70 voltta
kosturuldu. Jel géruntiist gérantileme cihazi Biorad kullanilarak goériintilendi.

lll. XIV. Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) Analizi

ChiP analzi transkripsiyon faktorii olarak gdrev yapan proteinlerin hedef genlerin promotor
bdlgelerine baglanip baglanmadigini analiz etmek ic¢in kullanilan ydéntemdir (Hamurcu vd,
2016, Hamurcu vd 2017).

Bu analizi yapmak icin sirasiyla asagida belirtilen 6n-hazirliklar yapildi;

1. LC3 ve Beclin-1 genlerinin promotor bélgelerinin baz dizisi bir biyoinformatik
uzmaninindan destek alinarak belirlendi. Transkripsiyon baslama bdélgesinden yukari dogru
3000 bazhk bélgenin baz dizisi tespit edildi.

2. LC3 ve Beclin-1 genlerinin promotor bélgesi icin belirlenen 3000 bazlik dizi ile FOXM1
geni arasindaki konsensusa
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgiPAGE_TYPE=BlastSearch&PROG_DEF=Dblastn&BLAS
T_PROG_DEF=megaBlast&BLAST_SPEC=blast2seq) programi kullanilarak bakildi. Hem
Beclin-1 hem de LC3 genlerinin belirlenen promotor bélgeleri ile FOXM1 geni arasinda

konsensus oldugu bulundu (Sekil 3).
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Sekil 3. FOXM1/LC3 promotor ve FOXM1/Beclin-1 promotor bdlgesi arasindaki
konsensus. FOXM1 gene sekansi ile Beclin-1 geninin promotor bélgesi sekansi ve LC3

geninin promotor bdlgesi sekansi arasinda konsensus bulundu.
3. Bu 3000 bazlk bolgeler 1000 baz olacak sekilde 3 bdlgeye bélindi. Her 1000 bazlik

bolge icin 2 farkh primer olmak Uzere her gen icin toplam 6 pirimer, primer-3 programi

kullanilarak belirlendi. Primer baz dizileri Tablo 1'de g6sterildi.
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Tablo 1. LC3 ve Beclin-1 genlerinin promotorlarina spesifik primer baz dizileri.

Hedef Gen Left primer Right primer

Beclin-1-BS1 AGCTGATATTGCACCACTGC ACGGTTTCACCATGTTAGCC

Beclin-1- BS 2 ATTAGCCGGGTGTAGTGGTG | TTGATTGCTGGTAAGGCTGA

Beclin-1- BS 3 GTAATCACCCACAGGGGAAA | ATGGGGTCTCACTTTGTTGC

Beclin-1- BS 4 AAGGGGAGATGGGAAATGTT | GACTGGGTCTTGAGCAGAGG
Beclin-1-BS 5 CTACCCCAGCCTCCTGAGTA GCAAGGCTCCATCTCAGAAC
Beclin-1- BS 6 TTCCCGTGGTAACCTTGTTC ACCATCGCTCTGTCTTCAGC

LC3B-BS 1 AGCCATCTTCTGAACGCTGT ATTTGTGCAGGTGGCACTTT

LC3B-BS 2 TGCACAAATGCACCGTTATT AGGTGATTCTCCTGCCTCAG

LC3B-BS 3 CACACCCGGCTAATTTTTGT CTTGAGCCCAGGAGTTTGAG
LC3B-BS 4 CTGGGTTTACAGGCTTGGAG | AGCCCCATAGTTCCAGGATT

LC3B-BS 5 GTGGGCAATAGCAACCAAAT | TTAGGTCGTCTGTGGCGACT
LC3B-BS 6 CTCTCTGGAGGGGAAAGGAT | CCCTGAGGTGACGGTTGT

4. MDA-MB-231 hucrelerinden DNA izolasyon kiti (Rhoche) kullanilarak genomik DNA
izolasyonu yapildi. izole edilen DNA &érekleri LC3B ve Beclin-1 promotorlarina spesifik
belirlenen primerler kullanilarak PCR’la amplifiye edildi.

5. Daha sonra MDA-MB-231 hicrelerinde elde edgilen genomik DNA kullanilarak,
DNA'y1 200-1000 bp arasinda pargalamak icin DNA sonikasyon optimizasyon calismalari
yapildi. Optimizasyon igin farkli hiucre sayilar ve farkli setlerde sonikasyon yapildi.
Sonikasyon sonrasi urtinler %2’lik agoroz jelde yurutilerek DNA sonikasyonu kontrol edildi
(Sekil 4). En yi DNA sonikasyonu, 20 pL'de 2.5 x106 hucre iceren tup %60 gigle 15
saniyede, 15 set sonikasyon probu kullanilarak elde edildi ve Chip analizi i¢in bu protokoltin

kullaniimasina uygun bulundu.

DNA sonikasyonu icin optimizasyon cahismalar:

Sekil 4. DNA sonikasyonu. DNA sonikasyonunu optimize etmek icin kullanilan yontemler
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sonucu elde edilen DNA fragmentlerinin jel gorintisa.

Chip analizi, Milpore EZ-ChIP kiti kullanilarak yapildi. 2x107 /20 ml hicre %18.8’lik
formaldehit ile fikse edildi ve protokole gére hicreler lizis edildi. Lizis sonrasi, kromatin
yukarida anlatilan optimize ettigimiz protokole gore parcalandi. Kromatin fragmentinin %1
normalizasyon icin total kromatin (input) olarak ayrildi. Kalan kromatin fragmentleri esit
olarak 3 ependorf tipe bolindd. Bu tuplerden biri, pozitif kontrol olarak (anti-RNA Polimeraz
), digeri negatif kontrol olarak (Normal Mouse IgG) antikorlari ile ve 3. tiipte hedefimiz olan
FOXM1 antikoru ile bir gece boyunca +4°C'de inkube edildi. Sonra kromatin-antikor
kompleksi protein G agoroz beads ile 1 saat inkiibe edildi. Daha sonra arda arda yikamalar
yapildi, sonra hicreler RNAaz-A ile ardindan da proteinaz-K ile inkiibe edilerek RNA ve
proteinlerin yikilmasi saglandi ve prurifiye DNA elde edildi .(Hamurcu vd.,2016; Hamurcu vd.
2017). Bu kromatin ornekleri (Input, pozitif kontrol, negatif kontrol ve FOXM1 antikorlari
inkiibe edilen kromatin fragmentleri) oncelikle GABDH genine spesifik kontrol primeri
kullanilarak amplifiye edildi.Sonra bu kromatin fragmentleri LC3 ve Beclin-1 promotoruna
spesifik olarak belirlenen primerler kullanilarak amplifiye edildi.

lll. XV. Dual Luciferase Reporter Analizi

Dual Luciferase Reporter Analizihedef promotor aktivitesini dlgcmek icin yaygin olarak
kulanilan oldukga duyarli bir ydontemdir (Hamurcu vd, 2016, Hamurcu vd 2017).

Analiz icin yapilan 6n hazirliklar:

1. Bu calismamiz icin 6ncelikle FOXM1'in baglandigi LC3 ve Beclin-1 genlerinin promotor
bdlgeleri LC3-P3, Beclin-1-P2 ve Beclin-P6 primerleri kullanilarak cogaltildi (Sekil 13A).
Hedef genler (¢ogaltlan LC3 ve Beclin-1 promoter bdlgeleri) ve bos plazmid (vektor)
DNA'lar EcoRI restriksiyon enzimiyle kesildi, DNA ligaz enzimi ile DNA ligasyon yapild.
Bdylece plazmid icerisine hedef gen bdlgeleri inset edildi.Elde edilen rekombinant DNA
bakteriye (E.Coli) transfer edilerek klonlanmasi saglandi. Sonra bakteriden purifiye
rekombinant DNA'lar izole edildi.

Dual Luciferase Reporter Analizi, Hiicreler 24’luk platelere ekildi. inkibasyonun 24.
saatinde, hucrelerin bir kismi FOXM1'l baskilamak icin; iki farkli FOXM1 siRNA ve kontrol
SiRNA ile transfekte edildi. Hicrelerin bir kismi da FOXM1'in overekspre olmasi icin; FOXM1
overekspresyon ‘vektéri ve kontrol olarak empty vektorle transfekte edildi. Tranfeksiyondan
24 saat sonra bu hicreler hazirlanan LC3 (LC3-P3) ve Beclin-1 (Beclin-1-P2 ve Beclin-P6)
vektorleri ve lusiferaz aktiviteyi tespit icin pRLTK renilla luciferase expression plasmidi ile
transfekte edilidi. MDA-MB-231 hicrelerine tim plazmidlerin ve siRNA’larin transfeksiyonu
icin hyperfect kullanildi.Transfeksiyondan 40 saat sonra, hicreler toplandi, lizis edildi, ve
proteinler izole edilerek lusiferaz aktivitesi uygun tamponlarin varlhiginda Lusiferaz Dual

Reporter assay kiti kullanilarak Eliza Reader da dual-luciferase programinda analiz yapildi
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(Hamurcu vd.,2016; Hamurcu vd. 2017).FOXM1siRNA ve FOXM1 overekspresyon plazmidi
ile transfekte edilen hiicreler renilla lusiferaz aktitesine gére normalize edildi ve sonuclar
pGL3-Basic empty vector (bos vektdr)'le transfekte edilen hiicrelerle karsilastirildi

HI.XVI. immunfloresan (IF) Boyama

Hucre icerisindeki spesifik (hedef) proteini gdorintilemek icin kullanilan bir y&ntemdir.
Otofajinin belirteci olarak bilinen LC3 proteininin sitoplamik dagilimini belirlemek icin,
hiicreler 24°liik platelere ekildi. inkiibasyonun 24. saatinde son konsantrasyonu 50 nM olacak
sekilde FOXM1 siRNA’lar ve kontrol siRNA ile transfekte edildi. Transfeksiyonun 72. saatinde
ortamdaki medyum uzaklastinidi, hicreler PBS ile yikandi ve ortama FBS icermeyen
medyum eklenerek hiicrelerin 4 saat boyunca a¢ kalmasi saglandi.4 saatlik aclk sonrasinda
ortamdaki medya uzaklatirildi ve hiicreler %4’lik parafomaldehit le fikse edildi. Fikse edeilen
hicreler %0.01 Tween-20 iceren PBS ile permabilize edildi.Permabilizasyon sonrasi
hiicreler %0.1'lik BSA ile 1 saat oda Isisinda inkiibe edildi.inkiibasyon sonrasi hiicreler 1 pl
LC3 primer antikoru igceren BSA ile bir gece inkibe edildi. Overnight sonrasi primer antikor
uzaklastinldi ve sonra sekonder antikor (alexa-flour) 2 saat oda isisnda inkibe edildi.
inkiibasyon sonrasi sekonder antikor ortamdan uzaklastirildi ve floresan mikroskopta

gorintaler alindr.
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IV. BULGULAR

IV.. FOXM1 LC3 ve Beclin-1 genlerinin promotor bdlgelerine baglanir ve
ekspresyonlarini diizenler.
Calismamizda birincil olarak, transkripsiyon faktorit FOXMZ2'in otofajinin belirteci olarak kabul
edilen LC3 ve Beclin-1 genlerinin transkripsiyon mekanizmasinda olasi roluniin arastiriimasi
amaclandi. Bu arastirmamiz icin yapilan analiz sonuglarimiz asagida belirtildi.

1. FOXM1 MDA-MB-231 hicrelerinde otofajinin belirteci olan LC3 ve Beclin-1’in
proteinlerinin ekspresyonlarini dizenler.
FOXML'in otofajinin belirteci olan LC3 ve Beclin-1 ekspresyonlarinin diizenlenmesinde bir
fonksiyonunun olup olmadigini arastirmak i¢in htcreler iki farlh FOXM1 siRNA ve kontrol
SiRNA ile ransfekte edildi ve transfeksiyon sonrasi western blot analizi yapildi.
Oncelikle calismada kullanilan FOXM1 siRNA'larin hedefi olan FOXM1'in ekspresyonunu
baskilayip baskilamadigini belirlemek icin FOXM1 proteinin ekspresyon seviyesi analiz edildi
ve kullanilan iki farklh FOXM1 siRNA'nin hem MDA-MB-231 (U¢lu reseptdr negatif) hem de
MCF-7 (ER+) hicrelerinde FOXM1 protein ekspresyonunu o6nemli Olcide baskiladigi
bulundu (Sekil 5 A,B).
Daha sonra, FOXM1 siRNA ile transfekte edilen her iki hiicre hattinda da FOXM1 siRNA'nin
LC3 ve Beclin-1 proteinlerinin ekpresyonlari tizerine etkisi analiz edildi. Kontrol siRNA ile
transfekte edilen hicrelerle karsilastirdigimizda, FOXM1 siRNA ile transfekte edilen MDA-
MB-231 hicrelerinde, siRNA aracii LC3 ve Beclin-1 proteinlerinin ekspresyonlarinin
baskilandigi bulunurken (Sekil 5A), MCF-7 hicrelerinde, FOXM1 siRNA araciligiyla LC3 ve
Beclin-1 proteinlerinin ekspresyonlarinin baskilanmadigi (Sekil 5B).
Western blot analiz sonuclarimiz, MDA-MB-231 hiicrelerinde otofajinini belirteci olan LC3 ve
Beclin-1 proteinlerinin ekspresyonlarinin dizenlenmesinde FOXMZ'in olasi bir rolinin
olabilecegini isaretti. Fakat, MCF-7 hicrelerinde LC3 ve Beclin-1 proteinlerinin
ekspresyonlarinin diizenlenmesinde olasi bir rolinin olmadigini gosterdi. Bu nedenle
FOXML'in otofajide roliini arastirmak icin bundan sonraki yapilan tim calismalarimizda tclu

reseptor negatif meme kanser hiicre hatti olan MDA-MB-231 hiicreleri kullanildi.
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Sekil 5. FOXM1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 ve MCF-7 hicrelerinde
FOXM1, LC3 ve Beclin-1 proteinlerinin ekspresyon seviyeleri. iki farki FOXM1 siRNA
MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinde FOXM1 protein ekspresyonunu baskiladi (A, B).
FOXM1 siRNA MDA-MB-231 hiicrelerinde Beclin-1 ve LC3 ekspresyonunu baskilarken (A),
MCF-7 hucrlerinde Beclin-1 ve LC3 protenlerinin ekspresyonlarini baskilamadi (B). Beta

aktin yukleme kontrolii olarak kullanildi.

Calismamizin bundan sonraki basamaginda, FOXM1 siRNA’nin otofajinin aktiflestigi
hicrelerde LC3 ve Beclin-1 proteinlerinin ekspresyonlari Uzerine etkisi arastirildi. Bilindigi
gibi aclk otofajiyi indikleyici major etkendir. Bu nedenle serum icermeyen kuiltir ortaminda
hicreler a¢ birakilarak otofajinin tetiklenmesi saglandi ve daha sonra bu hiicrelerde FOXM1
SiRNA'nin LC3 ve Beclin-1 proteinlerinin ekspresyonlari Gzerindeki etkisi analiz edildi.

Bu calismamiza baslamadan 6nce, MDA-MB-231 hiicreleri farkli zamana araliklarinda a¢
birakilarak otofajinin tetiklendigi uygun zaman araligi akridin oranj boyama yapilarak
belirlendi. Sonuclarimiza gore 4 saat serum icermeyen ortamda a¢ birakilan hicrelerde

otofajinin 6nemli seviyede uyarildigi bulundu (Sekil 6).

Oh 2 h

Sekil 6. Farkli zaman araliklarinda a¢ birakilan MDA-MB-231 hicrelerinde asidik

vezikiler olusumlar. MDA-MD-231 hicreleri belirtlen zamanlarda ac¢ birakildi ve aclk
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ortaminda olusan asidik vezikiller organelleri (AVO) tespit etmek icin akridine oranjile
boyandi, floresan mikroskopta gorintilendi. AOV miktari a¢ kalma zamanina bagh olarak
degiskenlik gosterdi. Acligin 4.saatinde 0. saate gére AOV sayisinda belirgin bir artis tespit

edildi. (Akridin oranj ile sitoplazma yesile boyanirken, asidik vezikiller sari/turuncu renge
boyanir).

Daha sonra bu sonucumuzu teyit etmek hiicreler 4 saat serum icermeyen ortamda ag
birakildi ve 4 saatlik aclik sonrasi bu hicrelerde otofaji indiiklenme orani muse cihazinda
LC3 temelli otofaji kiti kullanilarak analiz edildi. Analiz sonuglarimiza gore, normal sartlarda
inkiibe edilen hiicrelere kiyasla, 4 saat a¢ birakilan hiicrelerde otofajinin istatistiksel olarak
onemli seviyede tetiklendigi bulundu (Sekil 7).

iki farkli analiz sonuclarimiz, hiicreleri 4 saat serum icermeyen ortamda a¢ birakmanin
otofajinin tetiklenmesi i¢cin uygun oldugunu go6sterdi. Bundan sonraki yapilan achk
deneylerinde hiicreler 4 saat a¢ birakildi ve bu hiicreler pozitif kontrol olarak kullanildi.

MDA-MB-231
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Sekil 7. 4 saat a¢ birakilan MDA-MB-231 hicrelerinde otofaji indiklenme orani. Normal
sartlarda inkibe edilen hiicrelere gdre 4 saat serum icermeyen ortamda inkiibe edilen
hicrelerde otofaji 6nemli seviyede tetiklenir.

Daha sonra, hicreler kontrol siRNA ve FOXM1 ekspresyonunu baskilamak icin FOXM1
SiRNA ile 72 saat transfekte edildi. FOXM1 siRNA ile transfekte edilen hticrelerin bir kismi
serum iceren normal kiltir sartlarinda inkiibe edildi. Bir kismi ise 72 saatlik transfeksiyon
sonrasinda 4 saat serum icermeyen ortamda inkibe edilerek a¢ birakildi. Daha sonra
hicrelerden proteinler izole edildi ve western blot analiz yapildi. Analiz sonuclarina gore,
FOXML1 siRNA'nin hem normal sarttlarda hem de 4 saat serum icermeyen ortamda inkibe

edilen hicrelerde, FOXM1'in ekspresyonlarini baskiladigi bulundu (Sekil 8). Bulgularimiz
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FOXM1 siRNA'nin her iki ortam sartlarinda da etkili oldugunu gdsterdi. Ayrica, her iki
sartlarda da , hucrelerde FOXM1 siRNA aracili FOXM1 baskilandiginda, otofajinin belirteci
olan LC3 ve Beclin-1 proteinlerin ekspresyonlarinin azaldigi bulundu (Sekil 8).

4.h serum starvation

Control FOXM#1 FOXM#2 Control FOXM#1 FOXM#2
siRNA siRNA siRNA SiRNA SiRNA SiRNA

Beclin1 MESG—_—_ e B -
o [ e —
LC3-II Sa—
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Sekil 8. iki farkli FOXM1 siRNA ve kontrol siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231
hucrelerinde bazal ve aclik durumunda FOXM1, LC3 ve Beclin-1 proteinlerinin
ekspresyon seviyeleri. Hem normal sartlarda hem de 4 saat serum icermeyen ortamda
inkiibe edilen hicrelerde FOXM1 siRNA transfeksiyonu FOXM1 protein ekspresyonunu
inhibe eder. FOXM1 siRNA aracili FOXMZ'in baskilanmasi, LC3 ve Beclin-1 proteinlerinin
ekspresyonlarini azaltir. Beta aktin yikleme kontrol olarak kullanildr.

Sonra, hiicreler empty vektor ve FOXM1'in hicrelerde ekspresyonunu artirmak igcin FOXM1
overekspresyon vekt6ri ile transfekte edildi. 72 saatlik transfeksiyon sonrasi hiicrelerden
proteinler izole edildi ve western blot analiz yapildi. Analiz sonuclarina gére, FOXM1 over
ekspresyon vektori ile transfekte edilen hicrelerde empty vektorle transfekte edilen
hicrelere gore FOXM1 ekpresyonunun arttigi bulundu (Sekil 9). Ayrica, overekspreyon
vektoru aracili artmis FOXM1 ekspreyonu LC3 ve Beclin-1 proteinlerinin ekpresyonunu

empty vektorle transfekte edilen hiicrelere gore artirdigi bulundu (Sekil 9).
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Sekil 9. FOXM1loverekspresyon vektord ve empty vektorle ile transfekte edilen MDA-
MB-231 hucrelerinde FOXM1, LC3 ve Beclin-1 proteinlerinin ekspresyon seviyeleri.
FOXML1 overekspresyon vektor aracili FOXM1'in ekspresyonunun artmasi, LC3 ve Beclin-1
proteinlerinin ekspresyonlarini artirir.Beta aktin yikleme kontrol olarak kullanildr.

2. FOXM1 MDA-MB-231 hicrelerinde otofajinin belirteci olan LC3 ve Beclin-1
genlerinin ekspresyonlarini dizenler.
Transkripsiyondan sonra, FOXM1 mRNA'nin alternatif islenmeden dolayi 3 farkl izoformu
(FOXM1-A, FOXM1-B ve FOXM1-C) bulunmaktadir . Bu u¢ farkli izoformdan FOXM1-A
hicrelerde inaktif halde bulunurken, FOXM1-B ve FOXM1-C aktif halde bulunmaktadir (Lam
vd, 2013, ZhangY 2008). Bu nedenle, kulandigimiz iki farkli FOXM1 siRNA’larinin, FOXM1
MRNA’sinin her iki aktif izoformunun ekspresyonuna etkisini belirlemek i¢cin, FOXM1-B ve
FOXM1-C izoformuna spesifik primerler kullanilarak revers transkripsiyon PCR (RT-PCR)
analiz yapildi. Kontrol siRNA ile tranfekte edilen hicrelere gore, FOXM1#1 siRNA ve
FOXM1#2 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde, FOXM1#1 siRNA'nin FOXM1-B formunu,
FOXM1#2 siRNA'nin FOXMY'in her iki izoformunun ekspresyonlarinin belirgin bir sekilde
baskilandigi bulundu (Sekil 10).
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Sekil 10. iki farkli FOXM1 siRNA ve kontrol siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231
hicrelerinde FOXM1-B ve FOXM1-C genlerinin ekpresyon seviyeleri. Kontrol siRNA'ya
gore iki farklh FOXM1 siRNA, FOXM1 geninin her iki izoformunun ekspresyonunu baskiladi.
FOXM1#1 siRNA FOXM-B izoformununun ekspresyonunu belirgin bir sekilde baskilarken,
FOXM1-C izoformunun ekspresyonu iki farkli FOXM1 siRNA tarafindan da baskilandi. Beta

aktin kontrol olarak kullanildi.

Daha sonra, FOXM1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hicrelerinde FOXM1
siRNA'nin LC3 ve Beclin-1 genlerinin ekpresyonlari tzerine etkisi arastirildi. FOXM1 siRNA
ile transfekte edilen hicrelerden elde edilen cDNA &rnekleri, LC3 ve Beclin-1 genlerine
spesifik primerler kullanilarak RT-PCR ile amplifiye edildi. FOXM1 siRNA ile transfekte edilen
hicrelerde, kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicrelere gére hem Beclin-1 hem de LC3

genlerinin ekspresyonlarinda azalma bulundu (Sekil 11).

MDA-MB-231

Beclin-1

LC3

B -actin

Sekil 11. iki farkli FOXM1 siRNA ve kontrol siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231
hiicrelerinde LC3 ve Beclin-1 genlerinin ekpresyon seviyeleri. Kontrol siRNA ile
transfekte edilen hiicrelere gére, FOXM1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde, FOXM1

siRNA araciliiyla LC3 ve Beclin-1 genlerinin ekspresyonlari baskilandi. Beta aktin kontrol
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olarak kullanildi.

FOXM1 siRNA araciiglyla, LC3B ve Beclin-1 genlerinin ekspresyonlarinin revers
transkriptaz-PCR analizi sonucu kismen baskilandigi bulundu (Sekil 11). Bu sonuglarimiz
teyit etmek FOXML1 siRNA transfekte edilen hiicrelerden elde edilen cDNA 6rnekleri spesifik
LC3B ve Beclin-1 primerleri kullanilarak real-time-PCR’la amplifiye edildi. Elde edilen veriler
delta delta ct metodu kullanilarak hesaplandi ve Beta aktin kullanilarak normalize edildi.
Real-Time PCR sonucuna godre, FOXM1l siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231
hicrelerinde, FOXM1 siRNA aracilifiyla LC3 ve Beclin geninin  mRNA dizeyinde
ekspresyonunud 6nemli 6lgtide baskilandigi bulundu (Sekil 12).

Sekil 12. iki farkli FOXM1 siRNA ve kontrol siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231
hicrelerinde LC3 ve Beclin-1 genlerinin ekpresyon vyiuzdeleri. MDA-MB-231
hdcrelerinde, kontrol siRNA ile tranfekte edilen hicrelere gére, FOXM1 siRNA ile transfekte
edilen hicrelerde LC3 ) ve Beclin-1 genlerinin ekspresyonlari énemli dl¢iide baskilandi.

3. FOXM1 MDA-MB-231 hicrelerinde LC3 ve Beclin-1 genlerinin promotor
bolgelerine baglanir ve onlarin transkripsiyonunu diizenler
Western blot analiz ve RT-PCR analiz sonuclarimiza gére FOXM1 siRNA aracili FOXM1’in
baskilanmasi LC3 ve Beclin-1 ekspresyonlarini baskilarken (Sekil, 5A, 8, 11-12) FOXM1'in
over-ekspresyonu LC3 ve Beclin-1 ekspresyonunu artirmaktadir (Sekil 9). Bu
bulgularimizdan dolay;, FOXM1 ve LC3, Beclin-1 arasindaki arasindaki baglantiyr ve
FOXM1'in LC3 Beclin-1 genlerinin trasnskripsiyonel olarak ekspresyonunu diizenleyip
dizenlemedigini gostermek icin, FOXM1'in bu genlerin promotor bdlgesine baglanip

baglanmadi§i arastirildi. Bunun icin standart ChIP analizi yapildi. Oncelikle, FOXM1 gen
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dizisi ile LC3 ve Beclin-1 promotor bdlgelerinin dizileri arasindaki konsesusa the Align
Sequences Nucleotide BLAST programi, kullanilarak bakildi. Hem Beclin-1 hem de LC3
genlerinin belirlenen promotor bolgeleri ile FOXM1 geni arasinda konsensus oldugu bulundu
(Sekil 3). Sonra, MDA-MB-231 hucrelerinden hazirlanan sonike kromatin, FOXM1 ve RNA
polimeraza (pozitif kontrol) 6zgu antikorlarla ve negatif kontrol olarakta normal fare IgG
antikoru ile immun ¢okeltme yapildi. immiin ¢okeltimis kromatin ile iliskili genomik DNA,
Gere¢ ve Yontemler kisminda acgiklandigi Gzere, LC3 ve Beclin-1 genlerinin promotor
bolgesine 06zgu primerler (Tablo 1) kullanilarak PCR ile amplifiye edildi. anti-FOXM1
antikorunun, BS2, BS6 dizisini ihtiva eden Beclin-1 promotor fragmanlarini (Sekil 13 A, B) ile
BS4 dizisini ihtiva eden LC3 promotor fragmanini ¢oktirdigu bulundu (Sekil 13 A). ChIP
analiz sonucumuza gore, transkripsiyon faktér FOXM1 Beclin-1 promotorunda iki bdlgeye
(BS2:-776 -558, BS6:-2843-2691), LC3 promotorunda bir bolgeye (BS4:-1595-1432)
baglandi (Sekil 13 B).

IP-3
A ]

Beclin-1 promotoru

N X
W >R < BSL BS2  BS3  BS4  BS5  BS6
IP-3
[ . !
G > N LC3 promotoru
NN

< N
N -
WO & T OBst B2 BS3 BS4  BSS  BS6

Input: Total DNA, IP-1: mouse IgG (negatif kontrol), IP-2: anti-RNA polimeraz-Il (pozitif
kontrol), IP-3: anti FOXM1
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Sekil 13. FOXM1’'in LC3 ve Beclin-1 genlerinin promotor bdlgelerinde baglandigi
diziler. anti-FOXM1 antikoru, BS2, BS6 dizisini ihtiva eden Beclin-1 promotor fragmanini,
dizisini intiva eden Beclin-1 promotor bolgesine, LC3B promotorunda BS4 dizisini ihtiva eden

promotor bolgesine baglanir (B).

Daha sonra, FOXM1'in LC3 ve Beclin-1 promotor aktivitesini diizenleyip dizenlemedigini
arastimak icin lusiferaz reporter analizi yapildi. Es zamanli olarak, hicreler FOXMI'i
baskilamak icin olarak FOXM1 siRNA ve MDA-MB -231 hicrelerinin LC3 ve Beclin-1
promotoruna yerlestiriimis pGL3 plazmid vektorleri (pGL3-LC3, pGL3-Beclin-1 promotoru
iceren plazmid vektord) ile transfekte edildi. Tersi bir sekilde, artmig FOXM1 ekspresyonunun
LC3 ve Beclin-1 transkripsiyonu Uzerine etkisini test etmek igin, es zamanh olarak hticreler
FOXML1 ekspresyon vektori ve pGL3-LC3, pGL3-Beclin-1 promotor vektori ile transfekte
edildi. Transfeksiyondan 40 saat sonra MDA-MB-231 hicrelerinden protein ekstratlar
hazirlandi dual-luciferase aktivitesi dlguldi. Sonuglarimiza gore, FOXM1 siRNA ile FOXM2'in
baskilanmasi, LC3 ve Beclin- promotorlarinin aktivitesinin azalmasina (Sekil 14A), FOXM21’in
artan ekspresyonunun LC3 ve Beclin- promotorlarinin aktivitesinde artisa yol actigi bulundu
(Sekil 14B).
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Sekil 14. FOXMY’in  LC3 ve Beclin- genlerinin transkripsiyonel aktivitesine etkisi.
FOXML1 siRNA aracili FOXMZ'in baskilanmasi, LC3 ve Beclin-1 ptomotorlarinin aktivitesini

azaltir (A). FOXM1 over-ekpresyonu LC3 ve Beclin-1 ptomotorlarinin aktivitesini artirir (B).

Hem Chip hem de lusiferaz repoter analiz sonucglarimiza gore, trasnkripsiyon faktor FOXM1
LC3 ve Beclin-1 genlerinin promotor bélgelerine baglanmakta ve bu genlerin aktivasyonunu
dizenlemktedir.

4. FOXM1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hucrelerinde otofaji sinyal
yolaginda gérev alan medyatdr proteinlerin ekspresyonlari baskilandi.
MDA-MB-231 hcreleri inkiibasyonlarinin 24. saatinde iki farkli FOXM1 siRNA ve kontrol
SiRNA ile transfekte edildi. FOXM1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerin bir kismi 72 saatlik
transfeksiyonun sonunda 4 saat serum icermeyen ortamda inktbe edilerek a¢ birakildi. Daha
sonra hucrelerden proteinler izole edildi ve western blot analiz yapildi. Analiz sonuclarina
gore, FOXM1 siRNA’nin hem normal sartlarda hem de 4 saat serum icermeyen ortamda
inkube edilen hucrelerde, otofajinin farkli basamaklarinda gorev alan (Sekil 1) ATG12,

Vpsl5, Atgl3 proteinlerinin ekspresyonlarini baskiladigi bulundu (Sekil 15).
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Sekil 15. Iki farkli FOXM1 siRNA ile transfete edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde
otofajinin cesitli basamaklarinda gorev alan proteinlerin ekpresyon seviyeleri. FOXM1
SsiRNA ile transfekte edilen hicrelerde otofajinin medyatorleri olan Atgl2, Vpsi15, Atgl3
proteinlerinin ekspresyonlari baskilandi. Beta aktin ytkleme kontrolii olarak kullaniidi.

IV.II.LFOXM1 otofajinin dizenlenmesinde rol oynar.
Western blot, RT-PCR, ChiP ve Dual reporter analizlerimizle, FOXM1'in otofajinin belirteci
olan LC3 ve Beclin-1 genlerinin promotor bdlgelerine baglandigini ve aktivitelerini
duzenledigi gosterildi. Daha sonra FOXMY'in hiicresel diizeyde otofajik aktivitedeki (otofajik
vezikillerin) rolunld analiz etmek icin deneyler yapildi ve elde edilen verilerimiz asagida
belirtildi.

1. FOXML1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hucrelerinde asidik vezikuler

olusumlar azaldi.

MDA-MB-231 hicreleri inkiibasyonun 24. saatinde kontrol siRNA ve iki farkll FOXM1 siRNA
ile transfekte edildi.72 saatlik trasnfeksiyondan sonra hiicreler 4 saat serum icermeyen
medyum icerisinde a¢ birakilark otofajinin tetiklenmesi saglandi. Aclik siiresi tamamlaninca,
hiicreler Akridin oranj ile boyandi ve floresan mikroskopta goruntileri alindi. Kontrol SiRNA
ile transfekte edilen hicrelerde fazlaca asidik vezikiler olusumlar tespit edilirken, iki farkli
FOXML1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde cok az asidik vezikiler olusumlar gozlendi
(Sekil 16).
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Sekil 16. iki farkli FOXM1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde asidik
vezikiler olusumlar. Kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde belirgin oranda otofajik
vezikiller olusumlar tespit edilirken, FOXM1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde cok az
otofajik vezikiller olusumlar g6zlendi. (Akridin oranj ile sitoplazma yesile boyanirken, asidik

vezikuller sari/turuncu renge boyanir).

2. FOXM1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hicrelerinde otofaji
induklenme orani azaldi.

MDA-MB-231 hucreleri inkibasyonlarini 24.saatinde, son konsantrasyonu 50 nM olacak
sekilde FOXM1 siRNA (FOXM1#1 ve FOXM1# siRNA) ve kontrol siRNA ile transfekte edildi.
Transfeksiyondan 72 saat sonra, hicrelerin bir kismi 4 saat serum icermeyen ortamda ac¢
birakildi. Daha sonra her iki ortamda da inkiibe edilen hiicrelerde otofaji indiiklenme orani
analiz edildi (Muse Autophagy (LC3 detection) kiti kullanilarak akim sitometride). Analiz
sonuclarina gore, bazal seviyede kontrol siRNA ile transfekte edilen hicrelerle
karsilastiriidiginda, ifi farkh FOXM1 si RNA ile transfekte edilen hicrelerde otofaji
indiklenme orani énemli seviyede azaldigi bulundu (Sekil 17A). Aclikla otofajinin aktive
oldugu hucrelerde, artmis otofajik aktiviteyi FOXM1 siRNA'nin, baskilayip baskilamadigini
test etmek igin yaptigimiz calismamizda da, otafaji artmasina ragmen, kontrol siRNA ile
transfekte edilen hicrelere gore FOXM1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde otofaji

indiklenme oranin énemli seviyede azaldigi bulundu (Sekil 17B).
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Sekil 17. iki farkli FOXM1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde otofaji
indiklenme orani. Kontrol siRNA ile transfekte edilen hicreler gore, FOXM1 siRNA ile

trasnfekte edilen hicrelerde hem bazal seviyede (A) hem de 4 saatlik aclik sonrasi (B)
otofaji induklenme orani azaldi.

3. FOXM1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hicrelerinde LC3’lUn
sitoplazmik dagilimi azaldi.
MDA-MB-231 hucreleri inkiibasyonlarinin 24. saatinde 2 farklh FOXM1 siRNA ve kontrol
SsiRNA ile transfekte edildi. Transfeksiyonun 72. saatinde otofajiyi tetiklemek icin 4 saat
serum icermeyen ortamda inkibe edilerek, hiicrlererin a¢ kalmalari saglandi. Daha sonra bu
hicrelerde immino floresans (IF) boyama yapilarak LC3 proteinin sitoplazmik dagilimi
floresan mikroskopta analiz edildi. Analiz sonucumuza gore, FOXM1 siRNA ile transfekte
edilen hicrelerde, kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicrelere goére, LC3 proteinin

sitoplazmik dagihminin belirgin bir sekilde azaldigi bulunmustur (Sekil 18).
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Sekil 18. iki farkli FOXM1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde
sitoplazmik LC3 proteinin dagilimi. FOXM1 siRNA (FOXM1#1, FOXM1#2 siRNA) ve
kontrol siRNA transfekte edilen hiicrelerde immun floresan boyama ile LC3B'nin sitoplazmik
dagihmi karsilastirildiginda iki farkli FOXM1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde LC3'ln

sitoplazmik dagilimi kontrol siRNA transfekte edilen hlicrelere gore 6nemli seviyede azaldi.

Bulgularimizin tamami hem hicresel seviyede hemde molekiler seviyede FOXMZ1'in
otofajide rol oynadigini gésterdi.
IV.1Il. Otofaji agresif meme kanser hicrelerinin (MDA-MB-231) kanserojenik dzellikler
kazanmasinda rol oynar

Calismamizda ikincil olarak, otofajinin meme kanser hicrelerinin kanserojenik 6zellikleri
tizerine (proliferasyon, migrasyon, invazyon) etkisinin arastiriimasi amagclandi. Bu amag igin
literatlire gore; otofajide 6nemli rol oynayan LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4 genleri, bu genleri
hedef alan siRNA’larla baskilandi ve bu genler baskilandiginda meme kanser hicrelerinin
kanserojenik 6zelliklerindeki  (klonojeik, migrasyon , invazyon ve apopitoza direng)
degisiklikler analiz edildi.

1. MDA-MB-231 hicreleri MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerine gére daha fazla otofajik
aktiviteye sahiptir.
Calismamiza baslamadan ©nce iki farkli meme kanser hiicrelerinde ve normal epitel
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hicrelerinde hem akridin oranj boyama ile hemde westen blot analizi ile bazal otofaji
seviyesi belirlendi.

ilk olarak, Ucli-reseptér negatif (TNBC) meme kanser hiicre hatti olan MDA-MB-231,
Ostrojen reseptdr pozitif (ER+) meme kanser hiicre hatti olan MCF7 ve tiimorogenik olmayan
normal meme hicre hatti olan MCF10A hicrelerinde bazal seviyede asidik vezikiler
organellerin (AVO) olusumunu belirlemek icin akridin oranj boyama yapildi. Akridin oranj
boyama sonuclarimiza goére, bazal seviyede MDA-MB-231 hiicrelerinde AVO’larin, MCF-7 ve
MCF10A hucrelerine gére ,daha fazla oldugu bulundu (Sekil 19).

MCF10A MDA-MB-231 MCE7

Sekil 19. MDA- MB-231, MCF-7 ve MCF10A hicrelerinde bazal seviyede asidik
vezikiler olusumlar. MDA-MB-231 hiicreleri bazal seyede, MCF-7 ve MCF10 hiicrelerine

gOre ¢ok daha fazla otofajik aktiviteye sahiptir.

Daha sonra, MDA-MB-231, MCF-7 and MCF10A hiicrelerinde otofajide énemli rol oynayan
LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4 proteinlerinin bazal seviyede ekspresyonlari western blot
analiziyle belirlendi. Analiz sonuclarina gére LC3 protein ekspresyonu bazal seviyede MDA-
MD-231 hicrelerinde yiiksek oldugu bulunurken, Beclin-1 ekspresyonu normal epiteyal hiicre
olan MCF10A hicreleri ile MCF-7 ve MDA-MD-231 hiicrelerinde benzer (Hamurcu vd.,2017,
J Cancer Res Clin Oncology yayin asamasinda), Atg-4 ve ULK1 proteinlerinin ekspresyonlari
bazal diizeyde MCF10A ve MCF-7 hiicrelerinde yiksek bulundu (Sekil 20).
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Tubllin

Sekil 20. MDA- MB-231, MCF-7 ve MCF10A hicrelerinde bazal seviyede LC3, Beclin-1,
Atg4 ve ULK1 poteinlerinin ekspresyonlari. Bazal seviyede LC3 protein ekspresyonu
MDA-MD-231 hucrelerinde fazla, Beclin-1 ekspresyonu MCF10A hcreleri ile MCF-7 ve
MDA-MD-231 hucrelerinde benzer, Atg-4 ve ULK1 proteinlerinin ekspresyonlari MCF10A ve
MCF-7 hicrelerinde yuksek bulunur. Tubulin yikleme kontroli olarak kullanildi.

Otofaji uyanldigi zaman, sitozolik LC3-I'e fosofotidiletanolamin (PE) eklenir ve LC3, LC3-I
formundan LC3-Il formuna donusur ve otofagozomun membranina baglanir. Dolayisiyla,
LC3-1l ekspresyonunun yiksek olmasi ile indiiklenmis otofaji arasinda bir iliski vardir (Lee vd,
2016). Sekil 20’de goruldugu gibi, MDA-MB-231 hicrelerinde LC3-Il ekspresyonun, MCF-7
ve MCF10A hucrelerine gore belirgin bir sekilde yuksek bulundu. Dolayisiyla farkli iki analiz
sonuclarimiz MDA-MB-231 hucrelerinin bazal seviyede en yiksek otofajik aktiviteye sahip
oldugunu gosterdi. Bu nedenle yaptigimiz diger deney lerde MDA-MB-231 hucreleri
kullanildi.

2. MDA-MB-231 hucrelerinde LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4 genlerinin ekspresyonlari,
bu genleri hedef alan siRNA’lar aracihgiyla baskilandi.
Oncelikle calismamizda kullanilacak olan siRNA’larin hedefleri olan LC3, Beclin-1, Atg4 ve
ULK1 ekpresyonlarini e baskilayip baskilamadigini belirlemek icin hiicreler bu siRNA’larla 72
saat transfekte edildi. Transfeksiyon sonrasi hiicrelerden proteinler izole edilerek westen blot
analizi yapildi. iki fakli LC3 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde LC3 ekpresyonunun (Sekil
21A) , iki fakh Beclin-1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde Beclin-1 ekpresyonunun (Sekil
21B), iki fakh Atg4 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde Atg4 ekpresyonunun (Sekil 21C),
iki fakll ULK1 siRNA ile transfekte edilen hicrelerde ULK1 ekpresyonunun (Sekil 21D)
kontrol siRNA ile trasnfekte edilen hiicrelere gbre azaldigi bulundu.
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Sekil 21. LC3, Beclin-1, Atg4 ve ULK1 siRNA’lar ile transfekte edilen hiicrelerde bu

siRNA’larin hedef aldilari genlerin GrinlG olan proteinlerin ekspresyon seviyeleri.LC3,

Beclin-1, Atg4 ve ULK1 siRNA'lar kendi hedefleri olan genlerin Grind oaln proteinlerin

ekspresyonlarini baskiladi. Beta aktin yikleme kontrol olarak kullanildr.

Daha sonra, LC3 ve Beclin-1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerden elde edilen cDNA
Ornekleri, LC3 ve Beclin-1 genlerine spesifik primerler kullanilarak RT-PCR ile amplifiye
edildi. LC3 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde LC3 geninin ekspresyonunda (Sekil 22A).
ve Beclin-1 siRNA ile transfekte edilen hicrelerde Beclin-1 geninin ekspresyonunda (Sekil
22B) kontrol siRNA ile transfekte edilen hicrelere gére azalma bulundu (Hamurcu vd.,2017,

J Cancer Res Clin Oncology yayin asamasinda).

MDA-MB-231
o (0\
(’(;&&\ é@‘$

3 3 & g

Sekil 22. LC3 ve Beclin-1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde LC3 ve Beclin-41
genlerinin ekspresyon seviyeleri. LC3 ve Beclin-1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde

LC3, Beclin-1 siRNA'lar kendi hedefleri olan genlerin ekspresyonlarini baskiladi. Beta aktin
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yukleme kontroll olarak kullanildr.

4. LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4 siRNA’larla transfekte edilen MDA-MB-231
hicrelerinde asidik vezikiler olusumlar azaldi.
LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4 siRNA'larla transfekte edielen hicrelerde otofajinin (asidik
veziklier olusumlarin) baskilanip baskilanmadigini kontrol etmek amaciyla, bu siRNA’larla
transfekte edilen hiicrelerde, transfeksiyon sonrasi akridin oranjla boyama yapildi ve floresan
mikroskopta otofajik vezikiller olusumlar analiz edildi. Analiz sonuclarina gore, kontrol sSiRNA
ile transfekte edilen hicrelerde yogun bir bicimde asidik vezikiler olusumlarin arttigi tespit
edilirken, LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4B siRNA ile transfekte edilen hucrelerde asidik

vezikilerin olusumunda belirgin bir sekilde azalma tespit edildi (Sekil 23).

MDA-MB-231( after 4 h serum starvation)

LC3B #1 siRNA LC3B #2 siRNA Beclin-1 #1 siRNA Beclin-1 #2 siRNA

Atg4B #1 siRNA Atg4B #2 siRNA ULK1 #1 siRNA ULK1 #2 siRNA

Sekil 23. LC3, Beclin-, Atg4 ve ULK1 siRNA’larla transfekte edilen hicrelerde asidik
vezikiler olusumlar.LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4 siRNA’larla transfekte edilen MDA-MB-231

Control siRNA

hicrelerinde asidik vezikiler olusumlar azald1.

5. LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4 siRNA’larla transfekte edilen hiicrelerde otofaji
induklenme orani azaldi.
Akridin oranj asidik yapidaki otofajik vezikullerin yani sira, lizozom, endozom gibi diger
asidik vezikulleri de boyamaktadir. Bu nedenle, akridin oranj boyama sonuglarimizi farkh bir
yontemle teyit etmek icin flov sitometri ile otofaji analizi yapildi. Bunun icin hiicreler kontrol
SiRNA ve LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4 siRNA'lar ile transfekte edildi ve transfeksiyon
sonrasinda akim sitometriyle bazal seviyede otofaji indiiklenme orani dlcildd. LC3, Beclin-1,
ULK1, Atg4B siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde transfeksiyondan sonra, bazal seviyede

otofaji indiiklenme oraninin kontrol siRNA ile transfekte edilen hicrelere gére énemli oranda
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baskilandigi bulundu (Sekil 24).
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Sekil 24. LC3, Beclin-, Atg4 ve ULK1 siRNA’larla transfekte edilen hiicrelerde otofaji
indiklenme orani.LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4 siRNA'lar ile transfekte edilen MDA-MB-231

hiicrelerinde bazal seviyede otofaji indiiklenme orani 6nemli seviyede azaldi.

Daha sonra, MDA-MB-231 hicreleri inkiibasyonun 24. saatinde son konsantrasyonu 50 nM
olacak sekilde kontrol siRNA ve LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4 siRNA’ lar ile transfekte edildi.
Tranfeksiyonlarinin 72. saatinde ortamdaki medyum uzaklastirilarak serum icermeyen
ortamda 4 saat inkiibe edildi ve otofajinin tetiklenmesi saglandi. inkilbasyon sonrasinda,
serum icermeyen ortamda ag¢ birakilan hicrelerde LC3 temelli otofaji kiti kullanilarak akim
sitometride otofaji indiklenme orani analiz edildi. Analiz sonuclanmiza gore, LC3, Beclin-1,
ULK1, Atg4B siRNA ile transfekte edilen hicrelerde transfeksiyondan sonra, otofajik
aktivitenin arttigi hucrelerde bile otofaji indiklenme oraninin kontrol siRNA ile transfekte

edilen hiicrelere gore 6nemli oranda baskilandigi bulundu (Sekil 25).
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Sekil 25. Otofajik aktivitenin arttigr hicrelerde LC3, Beclin-1, ULK1 ve Atg4B
siRNA’larinin otofaji indiklenme oranina etkisi. Aclikla otofajinin tetiklendigi MDA-MB-
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231 hucrelerinde LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4 siRNA’lar artmis otofajik aktiviteyi baskiladi.

Bazal seviyede yani otofajik aktivitenin daha az oldugu hiicrelerde LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4
siRNA'lar araciliglyla otofaji indiklenme oranin énemli seviyede azaldigi bulundu (Sekil 24,
26). Ancak, kanser hucreleri normal hiuicrelerden farkli olarak, stirekli olarak ¢ogaldiklari igin
normal hiicrelerden daha fazla besine ihtiya¢ duyarlar ve 6zellikle de agresif ve hizli buytyen
timor hicreleri ¢cok ciddi besin eksikligine maruz kalrlar. Bu ylzden, ¢alismamizda, MDA-
MB-231 hucrelerinde otofajik aktivite arttigi zaman kullanilan bu siRNA’larin artmis otofajik
aktiviteyi baskilayip baskilamadigi test edildi. A¢ birakilan ve kontrol siRNA ile transfekte
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edilen hucrelerde, normal sartlarda indiklenen ve kontrol siRNA ile transfekte edilen
hicrelere gore otofajik aktivitenin arttigr bulundu (Sekil 26). Sonuglarimiz, LC3, Beclin-1,
ULK1, Atg4 siRNA’larin a¢ kalan hiicrelerde de artmis otofajik aktiviteyi bastirdigini gésterdi
(Sekil 25, 26) (Hamurcu vd.,2017, J Cancer Res Clin Oncology yayin asamasinda)
Dolayisiyla, calisma verilerimiz, otofajiyi baskilamak igin sectigimiz LC3, Beclin-1, ULK1,
Atg4 siRNA’larinin iki farkli ortamda da otofaji indiiklenme oranini baskilamak icin uygun

siRNA’lar oldugunu gosterdi.
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Sekil 26. Hem bazal seviye de hem de otofajinin indiklendigi hiicrelerde LC3, Beclin-1,
ULK1, Atg4 siRNA’larin otofajik aktiviteye etkisi. Normal sartalarda indiiklenen ve kontrol
siRNA ile transfekte edilen hicrelere gore, a¢ birakilan ve kontrol siRNA ile transfekte edilen
hicrelerde otofajik aktivite artar. LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4 siRNA’lar hem bazal seviyedeki

hemde 4 saatlik aclik sonrasi tetiklenen artmis otofajik otofajik aktiviteyi inhibe eder.

6. LC3 ve Beclin-1 siRNA’lar’la transfekte edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde LC3
proteinin sitoplazmik dagilimi azaldi.
LC3 ve Beclin-1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde transfeksiyondan sonra otofajin en
onemli belirteci olan LC3 proteinin sitoplazmik dagihmini arastirmak icin immuno floresan
boyama yapildi. Sonuglarimiza gore, LC3 ve Beclin-siRNA ile transfekte edilen hicrelerde

LC3 proteininin sitoplazmik dagiliminin kontrol siRNA ile transfekte edilen hicrelere gore,
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belirgin bir sekilde azaldigi bulundu (Sekil 27) (Hamurcu vd.,2017, J Cancer Res Clin

Oncology yayin asamasinda)

Control siRNA LC3#1 siRNA LC3#2 siRNA
m - - -
o
&)
our
Control siRNA Beclin1#1 siRNA Beclin1#2 siRNA

LC3B

Sekil 27. LC3 ve Beclin-1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hicrelerinde
stoplazmik LC3 proteininin dagilimi. Kontrol siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231

hicrelerine gore, LC3 ve Beclin-1 siRNA’lar ile transfekte edilen hicrelerde LC3'Un

sitoplazmik dagihmi azaldi.

Akridin oranj boyama, flov sitometri ve immunfloresan deneylerimizle , sectigimiz LC3,
Beclin-1, ULK1, Atg4 siRNA'lar araciigiyla MDA-MB-231 hiicrelerinde otofajik aktivitenin
baskilandigi bulundu. Bu sonuclarimizdan sonra, ¢alismamizin ikincil amaci olan kanser
hicrelerinin  kanserojenik 6zelliklerinde otofajinin  rolind arastirmak icin bu siRNA'lar
kullanilarak bir sonraki deneylerimiz yapildi ve analiz sonuglarimiz asagida belirtildi.

7. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA aracili baskilanmis otofaji MDA-MB-231
hicrelerinin proliferasyonunu ve klon olusumunu baskiladi.

MDA-MB-231 hiicreleri inkiibasyonun 24. saatinde LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA'lar
ile tranfekete edilidi. Transfeksiyonun 72. saatinde htcrelerin bir kismi 4 saat serum
icermeyen ortam da a¢ birakilarak inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra hem normal sartlarda
inklibe edilen hem de a¢ birakilan hiicrelerde MTS (hicre canihigi/proliferasyonu godsteren
analiz) analizi yapildi. Analiz sonucunda normal sartlarda inkbe edilen hiicrelerde;kontrol
siRNA ile transfekte edilen hicrelere gore, LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA'larla
transfekte edilen hucrelerde hicre canliigininin/proliferasyonunun istatistiksel olarak énemli
oranda azaldigi bulundu (Sekil 28). A¢ birakilan hiicrelerde de kontrol siRNA ile transfekte
edilen hucrelerle karsilastirildiginda, LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA'lar ile transfekte
edilen hicrelerde 4 saatlik aclik sonrasinda hicre canlihginin belirgin bir sekilde azaldigi

bulundu (Sekil 28). Ayrica, kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde 4 saatlik achk
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sonrasinda, Sekil 28’de goruldugu gibi a¢ birakilmayan kontrol siRNA ile transfekte edilen

hicrelerle karsilastirildiginda, hiicre canlilik oraninin arttigi bulundu.
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Sekil 28. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA ile tranfekte edilen MDA-MB-231
hucrelerinde canhlik/proliferasyon orani. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA’lar
aracihgilyla hem bazal seviyedeki hemde indiklenmis otafajinin baskilanmasi MDA-MB-231

hicrelerinin proliferasyonunu/canhhgini inhibe etti.

Calismamizin bir sonraki basamaginda, otofajinin agresif meme kanser hicrelerinin klon
olusturmasinda olasi rolini arastirmak icin, MDA-MB-231 hicreleri, inkiibasyonlarinin 48.
saatinde LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA'lar ile tranfekte edilidi. Transfeksiyonun 12.
guninde inkibasyon sonlandinldi ve hicreler kristal viyole ile boyandi.Boyama sonrasinda,
LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4B siRNA’larla transfekte edilen hicrelerde, kontrol siRNA ile
transfekte edilen hicrelere gore, klon olusumunun belirgin bir sekilde baskilandigi bulundu
(Sekil 29).

- 40 -



siRNAs
LC3 #2 Beclin-1 #1 Beclm 142

Control siRNA

<
“; 100
D
c
o
o %01
o
o4 : § ; e
‘ﬁ L LA AL A L A 1
S $Ji%qf *gpdgﬁp&y

siRNAs

Sekil 29. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA’lar ile transfekte edilen MDA-MB-231
hicrelerinde klon olusumu. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA’lar araciligila baskilanmis
otofaji MDA-MB-231 hiicrelerinde klon olusumunu inhibe etti.

Hem MTS hem de klonojenik assay sonuclarimiz, LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4B siRNA’lar
aracili baskilanmis otofajinin MDA-MB-231 hcrelerinin proliferasyonunu ve klon ulusumu
baskilamasi, otafajin bu hicrelerin proliferasyonunda, canhhiginda ve klon olusturmasinda
onemli bir fonksiyona sahip oldugunu gosterdi.

8. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA aracili baskilanmis otofaji MDA-MB-231
hicrelerinde migrasyonu baskiladi.
Yara olusturma kanser hucrelerinin migrasyon oranini belirlemek igin kullanilan bir tekniktir.
Otofajinin MDA-MB-231 hicrelerinin migrasyonunda olasi bir rolini arastirmak icin hticreler
kontrol siRNA ile hem de LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4B siRNA'larla transfekte edildi ve bu
siRNA'lar aracilifyla otofajinin baskilanmasi saglandi. isaret edilen siRNA’larla ve kontrol
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siRNA ile transfekte edilen hicrelerde yara olusturularak yaranin kapanma oranina
(olusturulan bosluga dogru goc¢ eden hiicre sayisina gbre ) gére migrasyon analizi yapildi.
Analiz sonucuna gore, LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4B siRNA'larla transfekte edilen hicrelerde,
olusturulan yaraya dogru go¢ eden hicre sayisinin, kontrol siRNA ile transfekte edilen
hiicrelere gore 6nemli dlgtide azaldigi bulundu (Sekil 30).

siRNAs

0.h Control LC3B#1 LC3B#2 Beclin-1#1 Beclin-1#
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sSiRNAs

Sekil 30. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA’lar ile transfekte edilen MDA-MB-231
hicrelerinde migrasyon orani. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA'lar araciligila

baskilanmig otofaji MDA-MB-231 hucrelerinde migrasyonu baskiladi.

Elde ettigimiz veriler; LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4B siRNA'lar araciigiyla baskilanmis
otofajinin, agresif meme kanser hicrelerinde migrasyon oranini énemli dlgtude baskiladigini
gosterdi. Dolayisiyla, bu sonug bize otofajinin agresif meme hucrelerinin migrasyonunda
etkin bir role sahip oldugunu ortaya koydu (Hamurcu vd.,2017, J Cancer Res Clin Oncology
yayin asamasinda).

9. LCS, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA aracili baskilanmis otofaji MDA-MB-231
hucrelerinde invazyonu baskiladi.
Calismamizda, LC3, Beclin-1, ULK1 ve Atg4 siRNA’lar aracilifiyla baskilanmis olan
otofajinin meme kanser hucrelerinin invazyonunda bir role sahip olup olmadigi arastirmak
amaciyla ; MDA-MB-231 hiicreleri kontrol siRNA ve LC3B, Beclin-1, Atg4B ve ULK1 siRNA
ile transfekte edildi. Bu siRNA’larla 72 saatlik transfeksiyondan sonra matriks jel invazyon
analizi yapildi. Analiz sonuclarimiza gore, invazyonun, kontrol siRNA ile transfekte edilen
hicrelerle kiyaslandiginda, LC3, Beclin-1, Atg4B ve ULK1 siRNA’larla transfekte edilen
hicrelerde istatistiksel olarak 6nemli seviyede azaldigi bulundu (Sekil 31) Bu sonu¢ bize
otofajinin agresif meme kanser hicrelerinin invazyonunda da énemli bir role sahip oldugunu

gosterdi.
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Sekil 31. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA’lar ile transfekte edilen MDA-MB-231
hicrelerinde invazyon orani. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA'lar araciligila
baskilanmis otofaji MDA-MB-231 hiicrelerinde invazyonu baskiladi.

10. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA aracili baskilanmig otofaji MDA-MB-231
hicrelerinde apopitozu indikledi.
Apopitoza karsi direng gOsterme, apopitozdan kagma kanser hicrelerinin en 6nemli
Ozelliklerinden biridir. Annexin-V analizi hiicrelerdeki apopitoz oranini 6lgmek icin kullanilan
bir ydontemdir. Calismamizda, otofajinin apopitozdaki roliini 6grenmek amaciyla LC3, Beclin-
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1 ULK1, Atg4 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde Annexin-V yéntemi ile akim sitometride
apopitoz analizi yapildi. Analiz sonucunda, kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicrelere gére,
LC3, Beclin-1 ULK1, Atg4 siRNA ile transfekte edilen hicrelerde apopitoz oraninin
arttigi/apopitozun indiklendigi bulundu (Sekil 32). Dolayisiyla, verilerimizle otofajinin
baskilanmasiyla birlikte apopitozun induklendigi ortaya ¢iktl. Bu sonucumuz, meme kanser
hicrelerinde otofajinin apopitozu baskilayarak kanser hiicrelerinin apopitozdan kurtulmasina
yol actigini ve hicre canliigina katki sagladigini gésterdi (Hamurcu vd.,2017, J Cancer Res
Clin Oncology yayin asamasinda).
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Sekil 32. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA’lar ile transfekte edilen MDA-MB-231
hiicrelerinde apopitoz indiklenme orani. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA'lar
araciligila baskilanmis otofaji MDA-MB-231 hiicrelerinde apopitozu indikledi.
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Ayrica, LC3 ve Beclin-1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hucrelerinden proteinler
izole edildi ve western blot analizi yapildi. Analiz sonucunda, siRNA aracili LC3 ve Beclin-1
ekpresyonlarinin inhibisyonunun DNA tamirinde gorev alan PARP’In ekspresyonunu
baskiladigi bulundu (Sekil 32) (Hamurcu vd.,2017, J Cancer Res Clin Oncology yayin

asamasinda).

siRNAs

Control LC3 #2 LC3 #1 Control Beclin-1 #1 Beclin-1 #2
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Sekil 33. LC3 ve Beclin-1 siRNA’lar ile transfekte edilen hiicrelerde PARP proteinin
ekspresyon seviyesi. MDA-MB-231 hiucrelerinde siRNA aracili LC3 ve Beclin-1'in

inhibisyonu PARP’"In ekspresyonunu baskiladi. Beta aktin yikleme kontrolu olarak kullanildi.

11. LC3, Beclin-1, Atg4B ve ULK1’siRNA aracili hiicre dongusu, hiicre migrasyonu
ve invazyonunda go6rev alan medyatorlerin ekpresyonlari baskilandi.
LC3, Beclin-1 ULK1, Atg4 siRNA ile transfekte edilen hicrelerden proteinler izole edildi ve
western blot analizi yapildi. LC3 ve Beclin-1 siRNA ile transfekte edilen hucrelerde, siRNA
aracili LC3 ve Beclin-1 inhibiyonunun, bu hicrelerde cylin-D1 (hiicre dongusinde gorev
alr), Integrin-B1, pSrc (her ikiside hlicre ¢ogalmasi, migrasyonu ve invazyonunda gorev alan
medyatorlerdir), uPAR ve uPA (hiicre proliferasyonu, adezyonu ve invazyonunda gorev alir)
ekpresyonlarini baskiladigi bulundu (Sekil 33 A, B) (Hamurcu vd.,2017, J Cancer Res Clin
Oncology yayin asamasinda). Atg4 ve ULK1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde, siRNA
aracilh  Atgd ve ULK1 inhibiyonunun, bu hicrelerde cylin-D1, Integrin-B1, pSrc
ekpresyonlarini baskiladigi bulundu (S$ekil 33 C, D).
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Sekil 34. LC3 ve Beclin-1, Atg4 ve ULK1 siRNA’larinin hicrelerin hicre déngusu,
migrayonu, ivazyonu ve adezyonunda gorevli olan proteinlerin ekspresyonlarina
etkisi.LC3 ve Beclin-1 siRNA, Atg4 ve ULK1 siRNA ile transfekte edilen hucrelerde, hiicre

dongusi, migrayonu, ivazyonu ve adezyonunda gorev alan medyattrlerin ekspresyonlari

baskilandi. Beta aktin ylikleme kontrol olarak kullanildi.

IV.IV. Aclik sartlarinda normal epitelyal (MCF10A) hucreleri ve agresif meme kanser
hicreleri (MDA-MB-231) farkh tepki gosterirler.

1. MCF10A ve MDA-MB-231 hicrelerinde acglik sartlarinda otofaji induklenir.
MF10A ve MDA-MB-231 hicreleri normal sartlarda (serum igeren besiyerinde) kilttire edildi.
Hucreler belli bir yogunluga gelince kiltir sonlandiriimadan farkli zaman araliklarinda serum
icermeyen ortamda inkilbe edilerek a¢ birakildi. Zaman araliklari dolunca hiicreler akridin
oranj ile boyandi ve asidik veazikuller olusumlar tespit edildi. Boyama sonuglarimiza gore,
hem MDA-MB-231 hiicrelerinde hemde MCF10A hucrelerinde achgin 0. ve 2. saatine gore,
4. saatinde otofajik veziklllerin sayisinda belirgin bir artis hatta bu artisin MDA-MB-231
hiicrelerinde daha fazla oldugu tespit edildi (Sekil 35). 8. Saatte MDA-MB-231 hiicrelerinde
asidik vezikiler olusumlarin azaldidi bulunurken MCF10A hicrelerinde deformasyonlar
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gOzlendi (Sekill 35).

MDA-MB-231

2. saat

8. saat

Sekil 35. Farkli zaman araliklarinda a¢ kalan MDA-MB-231 ve MCF10A hicrelerinde
otofajik vezikiler olusumlar. Farkh zaman araliklarinda serum igermeyen ortamda ac¢
birakilan MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinde zaman araligina bagli olarak otofajik vezikdl
olusum artti. Her iki hiicre hattinda da 4 saatlik ac¢lik sonrasi otofajik vezikillerin sayisi

yuksek bulundu.

Ayrica, calismamizda akridin oranj bulgularimizi dogrulamak amaciyla farkli bir yéntem olan
flov sitometri ile otofaji indiklenme orani LC3-temelli otofaji kiti kullanilarak analiz edildi.
Analiz sonuclarimiza gore, 4 saatlik aclik sonrasinda hem MDA-MB-231 hem de MCF10A
hicrelerinde 0. saate gore otofajide dnemli bir artis oldugu (Sekil 36) hatta bu artisin MDA-
MB-231 hiicrelerinde MCF10A hicrelerine gore oldukgca belirgin ve dnemli bir seviyede
oldugu (Sekil 36) ve bu sonuclarimizin akridin oranj boyama sonucu elde ettigimiz verilerimizi

destekledigi bulundu.
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Sekil 36. A¢ birakilan MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinde otofaji indiklenme orani.

Her iki hiicre hattinda da 4 saatlik aglik sonrasi orofaji indiiklenme oraninin o. saate gore
onemli seviyede erttig1 bulundu.

2. Aclik sartlarinda MCF10A hicrelerinde canlilik/proliferasyon azalirken, MDA-
MB-231 hiicrelerinde canlilik/proliferasyon artar.
MF10A ve MDA-MB-231 hiicreleri normal sartlarda (serum iceren besiyerinde) kiltire edildi.
Hucreler belli bir yogunuluga gelince, hicrelerin bir kismi kiltir sonlandirmadan 4 saat
serum icermeyen ortamda inkiibe edilerek a¢ kalmalari saglandi.Daha sonra MTS analizi
yapilarak hucrelerdeki canhlik/proliferasyon orani 6lguldu. A¢ birakilmayan (0. saat) MDA-
MB-231 hucrelerine gore, serum icermeyen ortamda 4 saat inkiibe edilerek a¢ birakilan
MDA-MB-231 hucrelerinde aclik sonrasi hiicre canliiginin énemli seviyede arttigi bulundu
(Sekil 37). Tersine, a¢ birakilmayan (0. saat) MCF10 hucrelerine gore, 4 saat serum
icermeyen ortamda a¢ kalan MCF10A hucrelerinde, aclik sonrasi hiicre canhhginda énemli
seviyede azalma bulundu (Sekil 37).
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Sekil 37. Aclhigin MDA-MB-231 ve MCF10A hticrelerinde achgin, hiicre canlihgina etkisi.
MTS analiz sonuglarimiza goére, aclik MDA-MB-231 hicrelerinde hucre canliigini 0. saate

gore artirnken, MCF10 hucrelerinde 0. saate gore hucre canlihiguni/prolifersyonunu
baskiladi.

3. Achk sartlarinda MCF10A hucrelerinde apoiptoz induklenirken, MDA-MB-231
hiicrelerinde apopitoz baskilanir
MF10A ve MDA-MB-231 hiicreleri normal sartlarda (serum iceren besiyerinde) kiltire edildi.
Hucreler belli bir yogunluga gelince, hiicrelerin bir kismi kiltiir sonlandirmadan 4 saat serum
icermeyen ortamda inkiibe edilerek a¢ kalmalari saglandi.Daha sonra Annexin-V analizi
yapilarak htcrelerdeki apopitoz orani 6lcildi. MDA-MB-231 hiicrelerinde 4 saatlik acghk
sonrasinda, a¢ birakilmayan MDA-MB-231 hiicrelerine gére apopitozun 6nemli seviyede
baskilandigi bulundu (Sekil 38). Oysa, MCF10A hiicrelerinde 4 saatlik aclik sonrasi

apopitozun énemli oranda uyarildigi bulundu (Sekil 38).
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Sekil 38. Acligin MDA-MB-231 ve MCF10A hucrelerinde achgin, apopitotik hicre

olimine etkisi. Aclik MDA-MB-231 hicrelerinde apopitozu baskilarken, MCF10
hicrelerinde apopitozu uyardi.

Tam bu verilerimiz artmis otofajik aktivitenin normal epitel hicrelerinde hiicre 6lim

mekanizmasi, agresif meme kanser hicrelerinde sag kalim mekanizmasi olarak davrandigini
isaret etti.
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V.TARTISMA

FOXM1, solid tumorlerde, asiri eksprese edilen onkogenlerden biri olarak tanimlanir. Yapilan
bircok calismada FOXMZ1'in kanserin baslamasinda degil, ayni zamanda proliferasyon,
invazyon, migrasyon, anjiogenezis ve metastaz da dahil olmak Uzere timorogenezisin bircok
basamaginda rol aldigi gosterilmistir (Hamurcu vd., 2016; Wang vd., 2014; Gomes vd.,
2013; Nandi vd., 2017; Wang vd, 2017). FOXM1 0&zellikle hiicre dongusiinde goérev alan
proteinlerin ekspresyonlarinin diizenlenmesinden sorumlu transkripsiyon faktor olark
gosterilmistir (Leung vd., 2001; Wang vd., 2005) Bu bulgulara ilaveten, bizim daha 6nceki
yaptigimiz calismalarda, FOXMl'in eEF2K (uzama faktoru-2 (eEF2)yi fosforilleyip
translasyonu negatif yénde dizenleyen bir protein kinazdir) ve Integin [31'in promotor
bdlgelerine baglandigini, onlarin transkripsiyoni dizenledigi gosterildi (Hamurcu vd.,2016 ;
Hamurcu vd., 2017). Bununla birlikte, onkojenik transkripsiyon faktér FOXM1'in kanser
hicrelerinde molekiler hedefleri hala belirlenmeye devam etmektedir.

Okaryotlarda protein sentezinde gorev alan eEF2K translasyonu negatif yonde diizenleyen
bir proteindir. eEF2K substrati olan uzama faktori-2 (eEF2)yi fosforiller. Fosforillenen
eEF2'nin ribozoma baglanma afinitesi azalir ve translasyon durur (Liu vd 2012; Tavares vd
2012). eEFK meme kanser hticrelerinde ekspresyonu yiiksek olan onkogenik bir proteindir.
Cunki kanser hucreleri hizli bir sekilde ¢ogaldiklari icin normal hiicrelerden ¢ok daha fazla
enerjiye ve besine ihtiya¢c duyarlar. Protein sentezi enerji gerektiren bir olay oldugu icin
kanser hicreleri eF2K'nin ekpresyonunu artirarak protein sentezinin baskilanmsini
saglar.Translasyonun (protein sentezi) durmasi aghga yol acgar, sonug olarak aclikta otofajiyi
tetikler. Dolayisiyla, eEF2K sinyal yolagi otofajiyi uyarir ve bundan dolay! da eEF2K otofajinin
pozitif diizenleyicisi olarak kabul edilir (Leprivier vd.,,2013; Cheng vd., 2011). Daha 6nceki
yaptigimiz calismada FOXM1 proteinin eEF2K geninin promotdr bdlgesine baglanarak
meme kanser hicre hatlarinda EF2K’'nin ekspresyonunu diizenledigi bulundu (Hamurcu vd.,
2016). Onceki bulgumuzdan yola cikarak sunulan calismada, FOXML'in otofajide de bir
roliintin olabilecedi 6ngorildi ve sunulan ¢alismada FOXML1'in otofajide roli arastirildi.
Otofaji genleri strese karsi cevap olarak aktiflesmektedir. Ornegin, aclik sartlarinda,
mayalarda ve memeli hiicrelerinde otafagozom belirteci olan LC3 geninin transkripsiyonun
arttigr  gOsterilmistir, fakat transkripsiyonunu dizenleyen mekanizma tam olarak
bilinmemektedir. FOX protein ailesinden olan FOXO, Drosophila larvasinda otofajiyi uyarmak
icin yeterli ve gerekli ilk transkripsiyon faktorii olarak gdsterilmistir. Memeli hiicreleri icin
FOX'a bagh transkripsiyon mekanizmasinin kesfi fare kas hicrelerinde protein yikim
calismalari sirasinda ortaya cikmis ve fare iskelet kas hicrelerinde aktif FOXO3'lUn
otofagozom olusumunu uyardidi gosterilmistir. Ancak, otofaji genlerinin ekspresyonunu

dizenleyen transkripsiyonel mekanizma hentiz tanimlanamamistir (He ve Klionsky, 2009; Liu
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ve Lehman, 2008). Bu yuzden sunulan ¢calismada, FOXMZ'in Ic3 ve Beclin-1 genlerinin
transkripsiyonel dizenlenmesinde bir rolinin olup olmadigi arastirildi. Calismamizda,
onkojenik transkripsiyon faktorii FOXML1'in, agresif meme kanser hicrelerinde LC3 ve Beclin-
1 genlerinin promotor bolgelerine baglandigi ve onlarin transkripsiyonel aktivitesinde énemli
bir rol oynadid1 literattirde ilk kez gdsterildi.

Otofaji, evrimsel olarak korunmus bir lizozomal yikim yoludur ve hicrelerin metabolik stres
sartlarinda adaptasyonunu saglar. Bunun yanisira, indiiklenmis asiri otofaji, otofajik hiicre
olimine yol acabilir ve bu da tip Il programli hiicre 6limi olarak bilinir (Ge vd 2014; Fulda
vd., 2017; Ozpolat ve Benbrook ; 2015; Mizushima, 2017). Otofajinin hicrelerde cift yonli
etki gostermesinden dolayi, cesitli kanser tirlerinde yapilan ¢alismalarda, otofajinin islevinin
hala tartismal oldugu rapor edilmektedir. Benzer sekilde meme kanser hiicrelerinde de,
otofaji tumoér buydmesini baskiliyor mu ? (Aita vd, 1999; Yue vd, 2003; Dong vd, 2013;
Suman vd 2013) ya da destekliyor mu ? (Choi vd, 2013; Wang vd, 2015; Sahni vd, 2014;
Lefort vd, 2014) hala yodun bir tartisma konusudur (Zhou vd., 2016; Ozpolat ve Benbrook
2015; Mizushima, 2017). Sunulan calismada, a gresif meme kanser hicrelerinde LC3,
Beclin-1, Atg4 ve ULK1l siRNA2lari aracili otofaji baskilandiginda, hucrelerin
canlilik/proliferasyonlarinin, koloni olsumunun, invazyonun ve migrasyonun baskilandigi,
ilaveten de apopitozun indiklendigi bulundu (Hamurcu vd 2017, yayin asamasinda). Bu
sonuclarimiz, otofajinin agresif meme kanser hicrelerinde timoérin baslangic ve ilerleyen
asamalrinda rol oynadigini, tumoron baslamasi ve ilerlemesine katkida bulundugunu
gOsterdi. Bu verilerimizle otofajinin meme kanser hicrelrindeki celiskili durumuna bir acgiklik
getirdigini ve etkin bir tedavi i¢in otofajinin baskilanmasi gerektigini disinmekteyiz.
Calismamizda, LC3, Beclin-1, Atg4 ve ULK1'in baskilanmasinin meme kanseri hiicrelerinde
SRC'nin aktivitesini (fosforilasyonunu) azalttigini, Integrin-B1 ve Siklin-D1'in ekspresyonunu
inhibe ettigi bulundu (Sekil 33). Integrin-B1, meme kanseri baslamasi ve ilerlemesinin kritik
medayatorii olarak gosterilmistir (Hou vd., 2016). Ligand baglanmasi ile aktive olan
integrinler, ¢ok sayida adaptor proteinleri ve SRC gibi resepttr olmayan protein kinazi aktive
eder. Ozellikle SRC meme kanseri hiicrelerinin hiicre gogl/ invazyonunda en onemli
medyatorii olup, integrin aracili hiicre adezyonu, siklinlerin ekspresyonunu ve aktivitelerini
duzenleyerek hicre dongusi/cogalmasini kontrol etmektedir (Huang vd, 2015; Nagaharu, vd
2010). Siklin-D1, G1 fazinda anahtar rol oynamaktadir, G1/ S gegisi ve Integrin aracil sinyal
yollarinin fonksiyonel bir hedefi olarak gdsterilmistir (Shroff vd, 2012). Ayrica, integrine bagli
sinyalizasyon, uPAR aracili aktiviteyi duzenler (Kjoller L ve Hall A, 2001; Smith vd, 2008).
UPAR, otofaji ile dizenlenen ve hiicre disi proteolize, hiicre gocine, adezyona ve
hareketlilige aracillk eden uPA (serin proteaz)ya sikica baglanan bir hicresel yizey

reseptoradur (Liu vd, 2002). Sonuclarimiz, otofajide gorev alan, LC3, Beclin-1, Atg4 ve
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ULK1'in siRNA aracili baskilanmasi, Integrin 31 ve SRC sinyal yolaklar dahil olmak tzere
onlarin asag! dogru hedeflerini de bastirdigini gosterdi. Bu bulgularimiza dayanarak, LC3,
Beclin-1, Atg4 ve ULK1 genleri, hiicre proliferasyonunu, hayatta kalmayi, goct ve invazyonu
arttiran  mediyatorlerin  dizenlenmesine ve ekspresyonuna katkida bulundugunu
soyleyebiliriz.

Ayrica, calismamizda, LC3, Beclin-1, Atg4 ve ULK1'in siRNA aracili baskilanmasinin
apoptotik hicre 6liminun induklendigi ve MDA-MB-231 hicrelerinin hiicre canliliginin
onemli 6lctide azaldigi bulundu. Bu bulgumuza ek olarak, LC3 ve Beclin'in baskilanmasinin,
DNA onariminda rol oynayan PARP (Ali R 2016; Aleskandarany vd 2015) proteininin
ekspresyonunun azalmasina yol actigi gosterildi (Hamurcu vd, 2017 yayin asamasinda). Bu
sonuclarimiza ilaveten aclikla tetiklenen otofajinin agesif meme kanser hicrelerinde hicre
canliigini artirmasi, apopitozu baskilamasi, normal epitel hicrelerinde ise hiicre canligini
azaltip apopitozu induklemesi; otofajik slirecin meme kanser hicrelerinde hiicre sagkalimi
icin gerekli oldugunu gosterdi.

Sonug olarak bulgularimizin tamami, otofajinin agresif meme kanser hucrelerinde htcre
sagkalimi, proliferasyon, invazyon, gé¢ ve apoptoza direng gibi birden fazla mekanizmayla
onemli biyolojik sirecleri destekledigini ve inhibisyonunun bu mekanizmalari énemli dlglide
baskiladigini ve otofajinin agresif meme kanserlerinin progresyonunda kritik bir mekanizma
olabilecegini gostermektedir (Hamurcu vd., 2017, J Cancer Res Clin Oncology yayin
asamasinda).

Agresif meme kanser hucrelerinin biyolojisi ve genetik yonlerinin anlasiimasinda énemli
ilerlemeler kaydedilmesine ragmen, hala iyi bir sekilde belirlenmis molekiler hedefli terapiler
yoktur. Bu nedenle, daha iyi molekiler terapétik stratejiler gelistirmek icin bu kompleks meme
kanserlerinin biyolojisinin daha iyi anlasiimasi gerekli olduju kanaatindeyiz. Calisma
sonuglarimizin otofajinin meme kanserlerinde oynadigi rol ile ilgili celiskili sonuclara bir
aciklik getirdigini, agresif meme kanser hicrelerinin baslamasi ve ilerlemesinde kritik bir rol
Ustlendigini, otofajinin agresif meme kanser tedavisi icin potansiyel molekuler terapotik bir
hedef olarak degerlendiriimesi gerektigini ve otofajinin c¢esitli basamaklarinda fonksiyon
yapan genleri (LC3, Beclin-1, Atg4 ve ULK1) hedef alan siRNA’larin tergpatik bir ajan olarak
degerlendiriimesi gerektigini disinmekteyiz. Bununla birlikte, onkojenik transkripsiyon
faktori FOXM1 Ugcli reseptdr negatif meme kanser hicrelerinin timdrigenezinin ve
ilerlemesinin 6nemli bir medyatori olan Integrin 1 / FAK (Hamurcu vd, 2017) ve 6karyotik
uzama faktort 2 kinazin (eEF2K) (Hamurcu vd., 2016 Z) ve LC3/Beclin-1 diizenlenmesi de
dahil olmak Uzere bircok sinyal yolagin aktive edilmesinde rol almaktadir. Bu nedenle,
FOXM1'i hedeflemenin cok yonli antitimér etkiler gOsterecegi ve Ucli reseptér negatif

meme kanser hiicreleri tizerinde daha fazla terapétik etkiye yol acabilecegi kanisindayiz.
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