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ÖZET 
Meme kanser hücre hatlarında transkripsiyon faktör proteini olan FOXM1in otofaji 

sinyal yolağında rolünün araştırılması 
 

FOXM1, kanser gelişimine, ilerlemesine katkı sağlayan transkripsiyon faktörüdür. Otofaji, 

çeşitli stres şartlarında uyarılarak hücrelerin hayatta kalmasını sağlayan katabolik bir 

mekanizmadır. Bununla birlikte, otofajinin çok ya da az olması kanser gibi patolojik durumlara 

yol açar.  Bu yüzden otofajinin sıkı bir şekilde düzenlenmesi gerekmektedir. Fakat otofajide 

rol alan genlerin transkripsiyonlarının nasıl düzenlendiği bilinmemektedir. Çalışmamızda, 

meme kanser hücre hatlarında, otofajinin belirteçleri olarak kabul edilen, LC3 ve Beclin-1 

genlerinin transkripsiyonlarında FOXM1’in olası rolünün araştırılması, ayrıca, otofaji ve 

kanser arasındaki çelişkili olan ilişkinin açıklığa kavuşturulması amaçlandı.  

MDA-MB-231 hücreleri FOXM1 siRNA ve kontrol siRNA ile transfekte edildi. Transfeksiyon 

sonrası, kontrol siRNA ile transfekte edilen hücrelerle karşılaştırıldığında, FOXM1 siRNA ile 

transfekte edilen hücrelerde LC3 ve Beclin-1 ekspresyonlarının gen ve protein seviyesinde 

azaldığı bulundu. Chıp analizi ile FOXM1’in hem LC3 hem de Beclin-1 genlerinin promotor 

bölgelerine bağlandığını, lusiferaz reporter analizi ile FOXM1 siRNA ile transfekte edilen 

hücrelerde LC3 ve Beclin-1 ekspresyonlarının azaldığı, FOXM1 ekspresyon vektörü ile 

transfekte edilen hücrelerde LC3 ve Beclin-1 ekpresyonlarının arttığı bulundu. Bu verilerimiz, 

FOXM1’in LC3 ve Beclin-1 genlerinin transkripsiyonlarının düzenlenmesinde rol aldığını 

gösterdi. Böylece, literatürde ilk kez LC3 ve Beclin-1 genlerinin bilinmeyen moleküler 

mekanizması ortaya çıkartıldı.  Ayrıca, LC3, Beclin-1, ULK1 ve Atg4 siRNA’larla transfekte 

edilen MDA-MB-231 hücrelerinde otofajinin baskılandığı, hücre canlılığının, klon 

oluşumunun, invazyonun, migrasyonun azaldığı apopitozun indüklendiği bulundu. Bu 

sonuçlarımızla da, otofajinin agresif kanser hücrelerinin kanserojenik özellik kazanmasına 

önemli bir katkı sağladığı ve otofajinin karmaşık rolüne bir açıklık getirildiği düşünülmektedir.  

Sonuç olarak, FOXM1’in, agresif meme kanser hücrelerinde bilinen rolleri dışında otofaji 

aracılığıyla da hücrelerin kanserojenik özellikler kazanmasına katkıda bulunduğunu ve bu 

hücrelerde otofajinin baskılanması gerektiğini, bunun içinde otofajinin çeşitli basamaklarında 

fonksiyon yapan genleri (LC3, Beclin-1, Atg4 ve ULK1) hedef siRNA’ların teröpatik bir ajan 

olarak kullanılabilirliliğini gösterdi. Ancak FOXM1’i hedeflemenin çok yönlü antitümör etkiler 

göstereceği ve agresif meme kanser hücreleri üzerinde daha fazla terapötik etkiye yol 

açabilecegi kanısındayız. 

 
Anahtar Kelimeler: FOXM1, Otofaji, MDA-MB-231, siRNA, açlık, 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 

signal pathway in breast cancer cell lines 
 

FOXM1 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 FOXM1 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 FOXM1 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. 



 
 

I.GİRİŞ 

 

FOX proteinleri, transkripsiyon faktörleri olarak görev yapan protein ailesidir. FOX protein 

ailesinin üyelerinden olan FOXM1, hücre döngüsünün ilerlemesinde ve hücre çoğalmasında 

görev alan genlerin transkripsiyonundan sorumlu olan transkripsiyon faktörüdür. Son yıllarda 

ise FOXM1 kanser hücrelerinde aşırı derecede ifade olan onkogenik bir transkripsiyon 

faktörü olarak tanımlanmıştır (Dai vd. , 2015; Wang vd., 2015; Hamurcu vd. 2016; Hamurcu 

vd. 2017). Görevinden dolayı FOXM1’in, kanser hücrelerinin tümorojenik özellik 

kazanmasında ve onkogenik fenotipinin ilerlemesinde kritik bir rolü üstlendiği gösterilmiştir 

(Wang vd. 2005; Nandi vd. , 2017; Wang vd. , 2017). Ayrıca, FOXM1’in apopitozu 

baskılayarak, anti-kanser ajanlara karşı hücrelerin direnç kazanmasına da yol açtığı 

gösterilmiştir (Raychaudhuri ve Park  2011; Halasi vd.  2013, Wang vd.,2017). Bizim daha 

önce yaptığımız bir çalışmada, FOXM1’in, agresif meme kanser hücrelerinin (MDA-MB-231 

hücreleri), kanserojenik özellikler kazanmasında (migrasyon, invazyon, klonojenik, hücre 

proliferasyonu/canlılığını) , eEF2K ( ökaryotik uzama faktör-2’yi fosforilleyen kinaz) ve 

Integrin-β genlerinin transkripsiyonlarının düzenlenmesinde önemli bir role sahip olduğu 

gösterildi (Hamurcu vd. 2016, Hamurcu vd, 2017). Bu etkilerinden dolayı, FOXM1’in, kanser 

hücrelerinde bilinen fonksiyonları dışında daha birçok rolü olabileceği düşünülmekte ve buna 

yönelik birçok çalışmanın yapılması gerektiği önerilmektedir. 

Otofaji, açlıkta hücrenin hayatta kalmasını sağlayan, stresle uyarılan katabolik bir işlevdir. 

Katabolik rolünden dolayı otofajinin, hızlı çoğalan kanser hücrelerinin besin ihtiyaçlarını 

karşılayan koruyucu bir mekanizma olduğu düşünülmektedir (Ozpolat ve Benbrook, 2015). 

Ancak, otofaji; hücre ölümü ve yaşaması gibi farklı sonuçlar doğurabilen iki yönlü etkiye 

sahiptir (Mizushima 2017).Bir grup araştırmacılar, otofajinin uyarılmasının kanser hücrelerinin 

yaşamasına olanak sağlayan bir mekanizma olduğunu (Choi vd. , 2013; Wang vd. 2015) 

diğer bir grup araştırmacılar ise otofajinin alternatif bir ölüm mekanizması olduğunu rapor 

etmişlerdir (Tekedereli vd. , 2013; Ozpolat ve Benbrook 2015;  Mizushima 2017). Dolayısıyla, 

kanser hücrelerinde otofajinin kesin rolü tam olarak açıklanamamıştır ve otofaji düzenlenme 

mekanizması ile ilişkili cevaplanmamış birçok soru vardır: 

1.Bu sorulardan birisi, kanser hücrelerinde otofaji genleri nasıl düzenlenir? Otofaji 

genlerini düzenleyen transkripsiyonel mekanizma henüz bilinmemektedir. FOXM1’in otofajide 

rolü olduğuna dair literatürde de herhangi bir bilgiye rastlanılamamıştır. Ancak, daha önceki 

çalışmamız (Hamurcu vd., 2016), FOXM1’in otofajide rolü olabileceğini düşündürmektedir. 

Bu nedenle, sunulan bu çalışmada transkripsiyon faktörü olan FOXM1’in, otofajinin belirteci 

olarak kabul edilen otofajik genlerin (LC3 ve Beclin-1 genleri) (Chen vd., 2017)transkripsiyon 
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mekanizmasında rol alıp almadığınının araştırılması birincil olarak amaçlandı. Böylece, LC3 

ve Beclin-1 genlerinin transkripsiyonel düzenlenme mekanizmasının ilk kez açığa çıkarılması 

hedeflendi.  

2.Kanser ve otofaji arasındaki ilişki çok karışık olup birbiri ile çelişkili sonuçlar 

bulunmaktadır. Çalışmalar, kanserin başlaması, ilerlemesi ve terapiye dirençte otofajinin çok 

önemli role sahip olduğunu göstermiştir. Ancak, kanser hücrelerinde otofaji, çift yönlü bir 

etkiye sahip olduğu için: kanser hücrelerinde otofaji baskılanmalı mı yoksa uyarılmalı mı? 

sorusu şu anki literatür bilgileri ile henüz açıklanamamıştır (Mizushima 2017; Ozpolat ve 

Benbrook 2015). Çalışmamızda, literatürü baz alarak belirlediğimiz otofji genlerini (LC3, 

Beclin-1, ULK1, Atg4 genleri) bu genleri hedef alan siRNA’larla baskılayarak, meme kanser 

hücre hücrlerinin kanserojenik özelliklerindeki değişikliklerin (proliferasyon, migrasyon, 

invazyon) araştırılması amaçlandı. Böylece kanser hücrelerinde otofajinin rolünü açıklığa 

kavuşturarak, kanser hücrelerinde otofaji baskılanmalı mı? yada uyarılmalı mı? sorusuna 

cevap bulunması hedeflendi. 
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II. GENEL BİLGİLER 

 
II.I. Fork Head Box M1 (FOXM1) proteinleri 
Fork Head Box (FOX) proteinleri, transkripsiyon faktörleri olarak görev yapan bir protein 

ailesidir. FOX proteinleri hücre çoğalması, hücre döngüsünün düzenlenmesi, hücre 

farklılaşması, doku homeostazisi, anjiyogenez ve apopitozu içeren birçok biyolojik süreçte 

yer almaktadır (Gomes vd., 2013 ;Hamurcu vd., 2016; Hamurcu vd., 2017; Nandi vd., 2017; 

Wang vd.,2017 ). FOX protein ailesinin üyelerinin bir kısmı tümör-süpressör olarak, bir kısmı 

ise onkogen olarak davranır (Shimeld vd. , 2010; Carlsson veMahlapuu 2002; Bella vd. , 

2014).  

Bu ailenin üyelerinden biri olan FOXM1 proteini, hücre döngüsünün ilerlemesinde ve hücre 

çoğalmasında önemli bir fonksiyona sahip olup klasik bir onkogen olarak görev yapar (Halasi 

vd, 2013; Xue vd, 2012; Gomes vd, 2013; Hamurcu vd. , 2016; Hamurcu vd. , 2017; Nandi 

vd. , 2016). FOXM1’nın en önemli özelliği, çoğalan hücrelerde ve tümör hücrelerinde ifade 

olurken, farklılaşmasını tamamlamış bölünmesini durdurmuş Go evresinde bekleyen 

hücrelerde ifade olmamasıdır. Bölünen hücrelerde FOXM1’in aktivitesi hücre döngüsünün S 

evresinde artar, M ve G2 fazı boyunca yüksek seviyede kalır. FOXM1’in transkripsiyonel 

aktivitesi ise onkogenik Ras-MAP, NF-kB ve EGFR sinyal yolağı ile kontrol edilir. Onkogen 

olan FOXM1, tümör süpressör olan p53 tarafından da negatif olarak düzenlenir (Gartel vd. , 

2010; Wang vd 2010). 

FOXM1’in solid tümörlerde; malin mezotelyoma, meme kanseri, akciğer kanseri, 

glioblastoma, gastrik karsinoma, kolerektal kanser, hepatosellular karsinoma, pankreatik 

karsinoma, over ve böbrek kanserlerinde yüksek oranda ifade edildiği bulunmuştur. (Xue vd, 

2012; Christensen vd, 2013; Wang ve Gartel, 2011). Yine, bizim tarfımızdan daha önce 

yapılan çalışmada da FOXM1’in çeşitli meme kanser hücre hatlarında normal epitel 

hücrelerine göre daha fazla ifade edildiği bulunmuştur (Hamurcu vd., 2016). FOXM1’in fazla 

ifade olmasının in vitro kanser hücre hatlarında invazyonu, anjiyogenezisi artırdığı bir çok 

çalışmalarla gösterilmiştir (Dai vd., 2007; Huang vd., 2007; Gabriel vd.2011; Xue YJ vd., 

2012; Hamurcu vd., 2016). Pankreatik, meme, prostat, böbrek kanser hücre hatlarında 

FOXM1 siRNA ile susturulduğunda, hücrelerin proliferasyon, migrasyon ve invazyon 

oranlarında önemli bir azalma olduğu bulunmuştur (Xue vd, 2012; Dai vd, 2007; Ahmad vd, 

2010). Bu bulgular FOXM1’in tümörogenezde anahtar bir rolü olduğu, kanser gelişimine, 

kanser hücrelerinin tümorojenik özellikler kazanmasına ve onkogenik fenotipin ilerlemesine 

katkıda bulunduğunu ortaya koymuştur. Ayrıca FOXM1’in, bu hücrelerde radyoterapik ve 

kemoterapik ajanlara karşı direnci de artırdığı gösterilmiştir (Millour vd, 2011; Carr vd, 2010; 
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Kwok vd, 2010; Halasi vd, 2012; Wang vd 2017). Bizim daha önce yaptığımız çalışmalarda 

da, siRNA aracılı baskılanmış FOXM1’in MDA-MB-231 meme kanser hücre hatlarında 

invazyonu, proliferasyonu, migrasyonu azalttığı bulunmuştur (Hamurcu Z vd, 2016; Hamurcu 

vd. , 2017).Yapılan tüm bu çalışmalar, tümörlerde artmış FOXM1 seviyesi ile ilerlemiş tümör 

derecesi, yüksek proliferasyon oranı ve zayıf prognoz arasında bir ilişki olduğunu ve 

FOXM1’in kanser hastaları için yeni bir prognostik marker olabileceğini göstermektedir 

(Gomes vd, 2013; Halasi vd, 2013,; Dai  vd., 2015, Wang vd., 2014, Nandi  vd., 2017). 

II.II. Otofaji ve Basamakları 
Kelime anlamı kendi kendini (auto) yeme (phagy) olan otofaji, açlıkta hücrenin hayatta 

kalmasını sağlayan bir mekanizmadır. Otofaji, hücrenin kendi içeriği olan sitozolik proteinlerin 

veya organellerin otofagozomlar tarafından alınması ve yıkım için lizozoma taşınması, sonra 

da lizozomlarda yıkılan küçük moleküllerin tekrar kullanılmak üzere sitoplazmaya aktarılması  

olayıdır (Ge vd, 2014; Ozpolat ve  Benbrook, 2015; Gallagher vd., 2016; Mizushima, 2017). 

Otofajinin şaperon-aracılı otofaji, mikro-otofaji, makro-otofaji olmak üzere üç tipi 

bulunmaktadır (Chen ve Klionsky, 2011; Ozpolat ve  Benbrook ,2015; Bootman vd., 2017 ): 

1. Şaperon aracılı otofaji; yüksek yapılı ökaryotlarda görülen otofaji tipidir. Şaperon protein 

önce hedefi olan sitozolük proteine bağlanır ve daha sonra da lizozom membranında 

bulunan reseptörüne bağlanır. Sitozolük protein yıkım için lizozom içine alınır. 

2. Mikro-otofaji; lizozom membranın içe doğru çıkıntı oluşturmasıyla sitoplazmik materyalin 

lizozomda doğrudan yıkılmasıdır. 

3. Makro-otofaji; çift membranlı vezikül olan otofagozom oluşmasıyla tanımlanır. Makro-

otofaji sırasında, sitoplazmik proteinler, organeller ve diğer bileşenler fagoforla çevrelenir. 

Fagofor genişler ve otofagozoma dönüşür. Otofagozom lizozom membranıyla birleşir ve 

otolizozoma dönüşür ve asit hidrolazlar tarafından sitoplazmik bileşenlerin yıkım gerçekleşir. 

Yıkım sonucu oluşan ürünler yeniden kullanılmak üzere lizozom membranında bulunan 

permeazlar tarafından tekrar sitozole taşınır.  

Bu üç otofaji tipinden makro-otofaji en çok çalışılan otofaji tipidir (Chen ve Klionsky, 2011; 

Ozpolat ve  Benbrook, 2015) ve literatürde “makro-otofaji” otofaji olarak ifade edilmektedir. 

Bizimde sunulan çalışmamızda makro-otofaji sinyal yolağı çalışılmıştır.  

Mayalarda yapılan çalışmalar da otofaji ile ilgili (autophgy-related(Atg)) en az 37 potein 

tanımlanmıştır (Ozpolat ve  Benbrook, 2015; Mizushima, 2017; Bootman vd., 2017). Otofaji 

için esas olan Atg proteinleri,  integral membran proteinlerini, Atg9 ve en az dört büyük 

multiprotein kompleksini içerir. Bu proteinlerinin herbirinin tam olarak görevi 

tanımlanmamakla birlikte otofajinin farklı basamaklarında görev yaparlar (Şekil 1). 
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Şekil 1. Otofaji işlevinde görev alan proteinler. ULK kompleksi (Unc-51-like Kinase) 

fagofor oluşumunu tetikler. PI3K (Fosfotidilinozitol-III-Kinaz)  kompleksi fagoforun uzaması ve 

otofagozomun tamamlanması için gerekli olan konjugasyon sistemi ile etkileşime girer ve 

uyarır. Konjugasyon sistemi; LC3’ü aktive eder. Aktifleşen LC3 konjugasyon sistemi aracılığı 

ile PE (fosfotidiletanolamin)’ye bağlanır. Atg4 ve diğer Atg proteinleri LC3’ün işlenmesini 

sağlar. Son basamak olan otofagozomun lizozomla birleşmesi için otofagozom 

membranından Atg proteinleri uzaklaştırılır , otofagolizozom oluşur ve yıkım gerçekleşir 

(Autophagy - Covalab Biotechnologywww.covalab.com). 

 

Otofaji (makro-otofaji), uyarılma, vezikül oluşumu, vezikül uzaması, tamamlanması ve 

vezikülün lizozomla birleşmesi olmak üzere birçok basamağı içeren bir süreçtir (Şekil 2).  

 

Şekil 2. Otofaji basamaklarının şematik diyagramı. Otofaji membran izolasyonu ve vezikül 

çekirdeklenmesi ile başlar, bu basamağı vezikül uzaması ve olgunlaşması takip eder. 

Olgunlaşmasını tamamlamış olan otofagozom lizozomla birleşir, otolizozom oluşur. 

Lizozomda bulunan hidrolaz enzimleri tarafından otofagozom içeriği otolizozomda parçalanır 

(Autophagy in C. eleganswww.wormbook.org).  
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1. Otofajinin uyarılması ve fagofor oluşumu: Otofajinin oluşumunu başlatan en önemli 

faktör açlıktır, yani temel besin maddelerinden herhangi birinin bulunmaması otofajiyi 

başlatabilir. Otofajinin temel inhibitörü, mTOR (target of rapamycin) proteini olup, 

serin/treonin kinaz aktivitesine sahiptir. Bu kinaz besin varlığında, protein kinaz olan Atg1’i 

negatif olarak düzenler. Açlıkla mTOR’un inhibisyonu, Atg1’in aktivasyonuna sebep olur. 

Aktifleşen Atg1, diğer Atg proteinlerini fosoforilleyerek otofagozom oluşumunu başlatır. 

Otofagozom oluşumundaki ilk basamak fagofor oluşmasıdır. Atg1’in memelilerdeki homoloğu 

ULK (Unc-51-Like Kinase) kompleksi olup, otofagozom oluşumunu başlatır. ULK kompleksi 

ULK1, ULK2, Atg13,  fokal adezyon kinaz proteini olan FIP200 ve Atg101 proteinlerini içerir. 

Açlıkta mTOR inhibisyonu ULK kinazı aktive eder. Aktifleşen ULK, Atg13 ve FIP2000 

proteinlerini fosforiller ve böylece fagofor oluşumu tetiklenir. (Cerella  vd, 2014; Chen vd, 

2014; Ge vd, 2014; Pengo vd., 2017; Gallagher vd., 2016) (Şekil 1, 2). 

2. Fagofor uzaması ve olgun vezikül oluşumu: Fagofor oluşumunun başlangıç 

aşamasında, fagofor membranın yapılanması için fosfotidilinozitol-3- kinaz (PI3-K) kompleksi 

gereklidir. Bu kompleks membran için gerekli olan protein ve lipidlerin toplanması sağlar. IP3-

K kompleksi, fagoforun uzaması ve otofagozomun tamamlanması için gerekli olan ubikutin-

benzeri konjugasyon sistemiyle etkileşime girer (Şekil 1). Bu konjugasyon sisteminde görev 

alan Atg proteinleri LC3’ü aktive eder (Şekil 1).  Aktifleşen LC3, Atg4’ünde görev aldığı Atg 

proteinleri tarafından işlenerek hedefi olan lipid fosfotidil etanolamin (PE)’e bağlanır.Lipid 

bağlı forma dönüşen LC3 fagofor membranına yerleşir ve otofaji için fagoforun genişlemesini 

ve tamamlanmasını sağlar (Şekil 1, 2) (Cerella  vd, 2014; Chen vd, 2014; Mizushima, 2017; 

Ge vd, 2014; Gallagher vd., 2016). 

3.Olgunlaşmış fagozomun (vezikülün) lizozomla birleşmesi: Otofajide son basamak, 

olgunlaşmış otofagozomların, endolizozom membranı ile birleşmesidir (Şekil 2). Bu basamak 

olgun otofagozom membranınından Atg proteinlerinin ayrılmasını gerektirir. Bu işlem de Atg4 

olmak üzere yine birkaç Atg proteinleri tarafından düzenlenir (Cerella vd, 2014; Chen vd, 

2014; Mizushima, 2007; Ge vd, 2014; Sánchez-Wandelmer vd., 2017) (Şekil 1). 

Otofagozomun lizozomla birleşmesinden sonra, vezikül içeriğinin yıkımı lizozomda bulunan 

asit-hidrolaz enzimlerince gerçekleştirilir.Yıkımdan sonra oluşan küçük moleküller özellikle 

amino asitler açlıkta hücresel fonksiyonların korunabilmesi için tekrar sitoplazmaya transfer 

edilir (Chen vd, 2014; Ge vd, 2014; Cerella vd, 2014; Mizushima 2017).  

Sunulan Araştırmada çalışılan gen ve proteinler 

1.Atg8 (LC3): Mayalarda tanımlanan 37 Atg proteinden, görevi en iyi şekilde açıklanan Atg8 

(memelilerde homoloğu 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 uyarıldığı zaman, LC3-I fosfotidiletanolamin bağlanır ve LC3-I formudan LC3-
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II formuna dönüşür. LC3-II (fosfotidiletanolamin bağlı formda iken) otofajik membranın 

yüzeyine yerleşir, otofagozomun uzamasında, olgunlaşmasında görev yapar (Şekil1) (Yoshii 

ve  Mizushima 2017).  
2.Atg6 (Beclin-1): Atg6’nın, Memelilerdeki homoloğu Beclin-1 proteinidir ve otofajinin belirteci 

olarak kabul edilir (Ge vd, 2014; Tang vd., 2016). Beclin-1 görevi en yi tanımlanmış 

proteinlerden biri  olup  otofagozomun oluşmasını başlatır (Gallagher vd 2016; Mizushima 

2017)  (Şekil 1).  

3.Atg4 (Atg4B): Memelilerdeki homoloğu Atg4B’dir. Proteaz aktivitesine sahiptir. Hem, 

LC3’nin işlenmesinde görev yapar hem de otofagozomun lizozomla birleşmesi için, 

otofagozomun dış membranında bulunan LC3’ün membrandan uzaklaştırılmasında görev alır 

(Gallagher vd., 2016; Sánchez-Wandelmer vd., 2017) (Şekil 1).   

4.ULK1 proteini: Mayalardaki Atg1 ptoteinin memelilerdeki homoloğu olarak tanımlanan ULK 

(Unc-51-Like kinazlar) memelilerde otofajide rol oynayan ilk protein olarak tanımlanmıştır. 

ULK1; serin/treonin kinazdır ve otofajinin uyarılmasından sorumludur. (Mizushima 2010; 

Gallagher vd., 2016;  Pengo vd., 2017) (Şekil 1). 

 II.III. Otofajinin Fonksiyonu 

Otofaji, hücre gelişiminde ve homeostazisinde önemli bir role sahiptir. Otofajinin primer 

görevi, açlık gibi stres şartlarına karşı hücreleri korumaktır. Açlık süresince otofaji sitoplazmik 

bileşenlerin yıkımını sağlar. Böylece yeni proteinlerin sentezi ya da ATP üretimi için  ihtiyaç 

duyulan  amino asit ve yağ asiti ihtiyacı karşılanır. Bununla birlikte otofaji aşırı uyarıldığı 

zaman, hücre ölümüne yol açabilir ve bu ölüm tipi, tip-II programlanmış hücre ölüm tipi olarak 

adlandırılır (Ge L vd 2014; Fulda vd., 2017; Ozpolat ve  Benbrook , 2015; Mizushima, 2017).  

Normal şartlar altında ve kısa süreli açlık süresince amino asit konsantrasyonunun 

korunması için otofajiden daha çok ubikutin ptoteozom sistemi kullanılır. Ancak, birkaç saat 

devam eden açlık sırasında gerekli olan amino asitler otofaji ile üretilir. Besin kıtlığına 

ilaveten, hipoksik şartlar, metabolik stres de otofajiyi uyarır. Metabolik stres tipik olarak 

apopitozu indükler ama, apopitoz mekanizmasının bozulduğu hücreler hipoksik şartlar 

altında yaşamaya devam eder. Bu hücrelerin canlı kalması otofajiye bağlıdır. Hem apopitozis 

hem de otofaji baskılandığı zaman hücre canlılığını sürdürmede başarısız olur ve ölür. 

(Mizushima , 2014). 

 Otofaji ya da fonksiyonundaki bozukluklar, kanser, kalp hastalıkları, nörodejenerasyon, kalp 

hastalıkları, gastrointestinal hastalıkları gibi patolojik durumlara yol açar (Jiang ve 

Mizushima, 2014;Rodolfo vd., 2017).Bir çok durumda otofajinin çok ya da az olması hem 

pozitif hem de negatif etkiye sebeb olur. Otofaji ile ilgili yapılan araştırmalardan ortaya 

çıkarılan temel sonuca göre, otofajinin çok ya da az olması zararlı olabileceğinden otofaji  

çok sıkı bir şekilde düzenlenmek zorundadır. Otofajinin terapatik amaçla kullanılabilmesi için 
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otofajinin düzenlenme mekanizmasının çok iyi anlaşılması gerekmektedir. (Ge vd., 2014; 

Chen vd., 2011). 

II. IV. Otofaji ve Kanser Arasındaki İlişki 

Katabolik rolünden dolayı otofaji, kanser gelişiminin başlangıç basamaklarında hücrelerin 

hayatta kalmasını sağlayan koruyucu bir mekanizma olarak gösterilmektedir. Hipoksi, 

metabolik stres, kemoterapik ya da radyoterapik tedaviler otofajiyi tetikler (Xin vd 2017). 

Otofajinin tamoksifen gibi hormonal terapiler ve DNA hasarlayıcı ajanların yol açtığı 

apopitotik hücre ölümünü de geciktirdiği gösterilmiştir. Tümör başlangıcında oluşan hipoksi 

ve metabolik stres şartlarında, pre-kanser ve kanser hücrelerinin enerji taleplerinin 

karşılanması, ATP seviyesinin korunması için, bu hücrelerde otofaji aktive edilir. Bu yüzden 

tümörün başlangıç ve büyüme aşamalarında otofajinin aktive edildiği rapor edilmiştir. Aynı 

zamanda otofoji, hücre ölürken özellikle apopitozun başlaması, apopitozom oluşumu ve 

kaspaz aktivasyonu için ihtiyaç duyulan ATP gibi enerji kaynaklarının sağlanmasına da 

destek verir. (Cerella vd, 2014). Dolayısıyla, otofaji ve kanser arasındaki ilişki ile ilgili literatür 

oldukça karmaşık olup elde edilen sonuçlar birbirleriyle uyumluluk göstermemektedir 

(Ozpolat ve Benbrook 2015; Mizushima 2017; Zhou vd., 2016). Özpolat ve ekibi meme 

kanser hücrelerinde siRNA kullanılarak otofaji ile ilişkili hedef genleri susturduklarında, 

otofajik hücre ölümünün uyarıldığını ve baskılanmış otofajinin şu anda kullanılan tedavilerin 

etkisini artırabileceğini göstermişlerdir (Tekedereli vd 2013). Yine, Özpolat ve ekibi, 

pankreatik kanser hücrelerinde otofajide anahtar rol oynayan proteinlerin ekspresyonlarını 

baskıladıklarında otofajik hücre ölümünün tetiklendiğini göstermişler ve baskılanmış otofajinin 

tedaviye yanıt vermeyen kanser hücrelerinde alternatif bir mekanizma olabileceğini 

önermişlerdir (Akar vd, 2007; Ozpolat vd 2007). Yine bazı araştırmacılar, otofajide rol alan 

Atg6, Beclin-1, Atg10 ve Atg12 genlerini siRNA ile ya da bafilomisin gibi farmakolojik 

inhibitörlerle susturarak otofajiyi baskıladıklarında, baskılanmış otofajinin kanserlerde 

kullanılan terapötik ajanların etkisini artırdığını göstermişlerdir (Amaravadi vd, 2007; Qadir 

vd, 2008). Oysa, bazı çalışmalar, otofajinin düşük ekspresyonun kanserin ilerlemesine katkı 

sağladığını, ayrıca otofajinin aşırı ekspresyonunun kanser hücrelerinin daha az agresif bir 

davranış sergilemesine ve kemoterapiye daha duyarlı olmasına yol açtığını göstermişlerdir 

(Valente vd, 2014; Maycotte P ve Thorburn A, 2014). Sonuç olarak, bazı çalışmalar otofajinin 

hücre ölümüne yol açarak tümör süpressör bir rolü olduğunu, bazı çalışmalar ise otofajinin 

tümör hücrelerini yaşamaya ve çoğalmaya teşvik ederek onkogen olarak davrandığını ortaya 

koymuşlardır (Cerella vd, 2014; Chen vd, 2014; Bassam vd, 2013). Bu yüzden, kanser 

hücrelerinde, otofajik hayatta kalma mekanizması baskılandığında mı, yoksa otofajik ölüm 

mekanizması uyarıldığında mı sağlık için yararlı? sorusu literatürde henüz 

cevaplanamamıştır. Şu ana kadar yapılan çalışmalar, bu sorunun cevabının yapılacak yeni 
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araştırmalarla açıklığa kavuşması gerektiğini önermektedir (Gomes vd, 2016; Zambrano ve 

Yeh, 2016). 
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III. MATERYAL VE METOD 
 
III.I. Hücre Hatları 

Çalışmamızda üçlü reseptör negatif meme kanser hücre (TNBC) hattı olarak MDA-MB-231 , 

östrojen reseptör pozitif (ER+) meme kanser hücre hattı olarak MCF7 ve normal epitel hücre 

hattı  olarak MCF10A hücreleri kullanıldı. 

III.II.Hücre kültürü 
Çalışmamızda kullanılan hücreler Fetal-Bovin-Serum (FBS +) içeren uygun büyüme besiyeri 

(medya) kullanılarak 37 °C’de inkübatörde çoğaltıldı. Bilindiği gibi açlık otofajiyi indükleyici 

major etkendir. Bu nedenle otofajiyi indüklemek ve pozitif kontrol olarak kullanmak için, 

çalışmamızda kullanılan hücrelerin bir kısmı da serum içermeyen (FBS -) besiyerinde aç 

bırakılarak kültür yapıldı. Tüm bu işlemler steril ortamda laminar-air flow kabin kullanılarak 

yapıldı. 

III.III. Hücrelerin FOXM1, LC3, Beclin-1 ULK1, Atg4 siRNA’lar ile transfeksiyonu 
Çalışmamızda meme kanser hücrelerinde, FOXM1’in otofajinin belirteci olduğu ileri sürülen 

LC3 ve Beclin-1 genlerinin transkripsiyonlarının düzenlenmesinde ve otofaji de rol alıp 

almadığını araştırmak için, FOXM1 genini hedefleyen iki farklı FOXM1 siRNA kullanıldı. 

Meme kanser hücrelerinde otofajinin karmaşık rolüne açıklık getirmek için, otofajinin temel 

belirteci olan LC3, Beclin-1 genleri ve bu genlerin yanı sıra otofajide rol oynayan genlerden 

ULK1, Atg4 genlerini hedefleyen iki farklı LC3, Beclin-1 ULK1, Atg4 siRNA’ları kullanıldı. 

Ayrıca tüm deneylerimizde negatif kontrol olarak (herhangi bir geni baskılamayan) kontrol-

siRNA kullanıldı.  

Hücreler, FOXM1, LC3, Beclin-1 ULK1, Atg4 genlerini hedefleyen FOXM1, LC3, Beclin-1 

ULK1, Atg4 siRNA’ları ve herhangi bir geni hedeflemeyen kontrol siRNA ile transfekte edildi. 

siRNA transfeksiyonu için hyperfect transfeksiyon ajanı olarak kullanıldı. Hücrelerin çoğaldığı 

kültür ortamına son konsantrasyonları 50 nM olacak şekilde siRNA’lar eklendi ve 72 saat 

boyunca hücrelerin siRNA’lar ile transfekte olması sağlandı (Hamurcu vd., 2016; Hamurcu 

vd.2017).  
III.IV. MDA-MB-231 hücrelerinin FOXM1 overekspresyon vektörü ile transfeksiyonu 
FOXM1’in ekspresyonunu artırmak için MDA-MB-231 hücreleri FOXM1 overekspresyon 

plasmidi (vektör) ve   negatif kontrol olarak empty vektör  ile transfekte edildi. Transfeksiyon 

ajanı olarak hyperfect kullanıldı. Transfeksiyonun 40. saatinde hücreler toplandı (Hamurcu 

vd., 2016; Hamurcu vd., 2017).  

III. V.MTS Testi  
MTS hücrelerin canlılık/proliferasyon oranlarını analiz etmek için kullanılan bir yöntemdir. 

Çalışmamızda kullanılan hüreler 96’lık plate’lere ekildi. İnkübasyonlarının 24.saatinde 
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FOXM1, LC3, Beclin-1 ULK1, Atg4, kontrol siRNA’lar ile transfekte edildi. Transfeksiyonların 

72.s aatinde hücrelerin bir kısmının inkübasyonları sonlandırıldı, bir kısım hücreler 4 saat 

serum içermeyen medyum içerisinde inkübe edilerek aç kalması sağlandı. Sonra, PMS/MTS  

solusyonu kullanılarak ELISA reader’da ölçüm yapıldı. 

III. VI. Western Blot Analizi 
Hedef proteinlerin ekspresyon analizlerini yapmak için kullanılan yöntemdir. Hücreler 

medyum içeren flasklara ekildi, kullanılan hücrelerde hedeflenen proteinlerin (FOXM1, LC3, 

Beclin-1, ULK1 ve Atg4 proteinleri) bazal ekspresyon seviyelerini ve siRNA’larla transfekte 

edilen hücrelerde hedef proteinlerin (FOXM1, LC3, Beclin-1, Atg4, ULK1, hücre çoğalması, 

migrasyonda ve  invazyonda rol alan, Cyclin-D1, İntegrin, pSrc, Src, PARP ve otofajide görev 

alan diğer proteinlerin) ekspresyon  seviyelerini belirlemek için kültüre edilen hücrelerden 

western blot analizi yapıldı. 

Western blot analizi için, amaca uygun şartlarda çoğaltılan hücreler toplandı. Toplanan 

hücreler, hücre liziz tamponu kullanarak parçalandı ve bu hücrelerden proteinler izole edildi. 

İzole edilen proteinlerin konsantrasyonları hesaplandı ve tüm hücrelerde elde edilen 

proteinler eşit konsantrasyonlarda SDS-PAGE jele yüklendi, yürütme tamponu (Running 

Buffer) varlığında elektroforez tankında elektrik akım varlığında 2-3 saat jelde proteinlerin 

yürümesi (ayrılması) sağlandı. Daha sonra proteinler membrana transfer edildi. Sonra 

hazırlanan membranlarda hedeflenen proteinlerin ekspresyonları görüntüleme sistemi 

kullanılarak analiz edild. 

III. VII. Klonojenik Tespit  

Hücreler, kontrol siRNA, LC3, Beclin-1 ULK1 ve Atg4 siRNA’lar ile transfekte edildi ve 

transfeksiyon sonrası bu hücrelerde klon oluşumu araştırıldı. Bunun için; medya bulunan 6’lık 

plate’lere uygun miktarlarda hücreler ekildi ve ekimin 48. saatinde siRNA (LC3, Beclin-1 

ULK1, Atg4, kontrol siRNA ) transfeksiyonu yapıldı ve sonra 10-12 gün  37°C’de inkübe 

edildi. İnkübasyon sonrası, ortamdan medyum uzaklaştırıldı ve hücreler (her bir plate) 

metanolle hazırlanmış %10’luk kristal-viyole ile boyandı ve oluşan klonlar sayılarak yüzde 

değerleri hesaplandı (Hamurcu vd., 2016). 

III.VIII. Migrasyon tespiti (Wound healing assay)  
Bu yöntem, hücrlerin tutunduğu ortamda pipet aracılığıyla yara oluşturularak, bu yaranın 

kapanma oranına göre, hücrelerin migrasyonlarını analiz etme işemidir.  

6’lık plate’lere hücreler ekildi ve inkübe edildi. İnkübasyonun 24. saatinde, hücreler LC3, 

Beclin-1 ULK1, Atg4 ve kontrol siRNA’ları ile transfekte edildi. Transfeksiyondan 72 saat 

sonra hücreler inkübatörden çıkartıldı, laminar air flov kabinde hücrelerde steril pipet ucu 

kullanılara yara oluşturuldu, sonra 0.saatte yara oluşturulan hücrelerin kamera ataçmanlı 

mikroskop kullanılarak fotoğrafı çekildi ve sonra bu hücreler tekrar inkübatöre kondu. Yara 
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kapanması (pipetle oluşturulan boşluğa hücrelerin göç ederek, oluşturulan boşluğun 

doldurması) kontrol-siRNA ile transfekte edilmiş hücrelerde mikroskop altında belli zaman 

aralıklarında takip edildi, bu hücrelerde yara kapandığı (oluşturulan boşluk hücrelerle 

doldurulduğu zaman) zaman kültür sonlandırıldı ve hücrelerin tekrar görüntüleri alındı. 

Oluşturulan boşluğa göç eden hücreler sayılarak, siRNA’larla transfekte edilen hücrelerde  

migrasyon oranı hesaplandı (Hamurcu vd., 2016). 

III.IX. İnvazyon tespiti  
Hücreler medyum içeren kültür flasklarına ekildi ve inkübasyonun 24. saatinde LC3, Beclin-1 

ULK1, Atg4 ve kontrol siRNA’larla transfekte edildi. siRNA transfeksiyonun 72 saatinde 

hücreler toplandı. Sonra hücrlere toma lamında sayıldı ve tüm hücreler eşit miktarda 

önceden hazırlanmış matrijel içeren insert’lere yerleştirildi ve 24 saat inkübe edilerek 

invazyonu sağlandı. 24 saat sonra kültür sonlandırıldı. Ortamdaki medyum uzaklaştırıldı ve 

hücreler fikse edilerek boyandı. Sonra boyanmış olan insertler kesildi ve lama yerleştirildi 

preparat hazırlandı. Daha sonra kamera ataçmanlı mikroskop kullanılarak preparatların 

görüntüsü alındı ve membranın (insert) bir tarafından diğer tarafına geçen hücreler sayılarak 

invazyon yapan hücre oranı hesaplandı (Hamurcu vd., 2016).  

III. X. Annexin-V Analizi  
Apopitoza giden hücrelerin membran yapısında değişiklik olur. Normalde hücre membranın 

sitozole bakan yüzünde (iç yüzünde) bulunan fosfotidil serin, apopitoza giden hücrelerde 

membranın iç yüzünden dış yüzüne taşınır. Annexin-V memebranın dış yüzünde bulunan 

fosfotidil serini boyar. Bu nedenle yaygın olarak apopitoz analizinde Annexin-V yöntemi 

kullanılır. 

Hücreler medyum içeren kültür flasklarına ekildi ve inkübasyonlarının 24. saatiinde siRNA’lar 

(kontrol siRNA, LC3, Beclin-1 ULK1, Atg4)  ile transfekte edildi. 72 saatlik siRNA 

transfeksiyonu sonrası hücreler toplandı annexin-V kit içeriğine uygun şekilde hücreler 

işlemlerden geçirildi ve muse cihazında apopitoz oranı ölçüldü. 

III. XI. Otofaji Analizi 
Kontrol siRNA, LC3, Beclin-1 ULK1 ve Atg4 siRNA’larıyla transfekte edilen meme kanser 

hücrelerinde, otofaji düzeyini tespit etmek için; hücreler medya içeren 6’lık platelere ekildi ve 

37 °C’lik etüvde inkübe edildi. İnkübasyonun 24. saatinde  hücreler siRNA (LC3, Beclin-1 

ULK1, Atg4 kontrol siRNA, FOXM1)’larla transfekte edildi. Transfeksiyonun 72. saatinde 

inkübasyon sonlandırıldı ve hücreler toplandı. Hücrelerin bir kısmıda 4 saat aç bırakıldı (72 

saatlik transfeksiyon sonrasında, ortamdaki medyum uzaklaştırılarak FBS (-) eklendi ve 4 

saat bu ortam içerisinde inkübe edildi.) Sonra otofaji kit prosedürüne uygun şekilde hücreler 

işlemlerden geçirildi ve muse cihazında otofaji indüklenme oranı ölçüldü. 
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III. XII. Asidik Veziküllerin (Otofajik Veziküllerin) Tespiti 
Akridin oranj, asidik veziküler oluşumları (otofajik veziküller, lizozom, endozom, otofagozom 

vb.) belirlemek için kullanılan floresan bir boyadır ve  asidik veziküler yapıların etrafında 

birikerek sarı-turuncu görüntü oluştururken, sitoplazmayı yeşile boyar. Çalışmamızda asidik 

veziküler oluşumlatı belirlemek için, hücreler medya içeren 6’lık platelere ekildi ve 37 °C’lik 

etüvde inkübe edildi. İnkübasyonun 24. saatinde hücreler siRNA (LC3, Beclin-1 ULK1, Atg4 

kontrol siRNA, FOXM1)’larla transfekte edildi. Transfeksiyonun 72. saatinde inkübasyon 

sonlandırıldı. Ortamdan medyum uzaklaştırıldı ve hücreler acridine orange ile boyandı 

(acridine orange sitoplazma ve nükleusu yeşile boyarken, otofagozomlar parlak kırmızıya 

boyar). Sonra  hücrelerin floresan mikroskop görüntüleri alınarak otofajik veziküler oluşumlar 

analiz edildi.  

III.XIII.Revers Transkriptaz PCR (RT-PCR) Analizi 
Hedef genlerimizin ekspresyon seviyelerini belirlemek için, MDA-MB-231 hücreleri medyum 

içeren 6 kuyucuklu kaplara ekildi. Hücreler 24. saatte son konsantrasyonu 50 nM olacak 

şekilde kontrol siRNA, iki farklı FOXM1 siRNA, iki farklı LC3 siRNA ve iki farklı Beclin-1 

siRNA’lar ile transfekte edildi. Transfeksiyonun 72. saatinde hücrelerden trizolle RNA 

izolasyonu yapıldı. Total RNA miktarı nano-dropta ölçüldü. RNA örneklerinden reverse-

trankriptaz enzimi kullanarak cDNA elde edildi.  

RNA örneklerinden cDNA elde etmek için; reverse-transkriptaz enzimi içeren mix hazırlandı 

ve aşağıdaki program kullanılarak RNA’dan cDNA elde edildi. 

cDNA Termal Programı 

42°C              15 dakika 

95°C               5 dakika 

 

cDNA örnekleri 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 kullanılarak aşağıdaki programa 

göre PCR cihazında çoğaltıldı. 

LC3 için PCR programı   Beclin-1 için PCR programı 
2 dakika 94°C    2 dakika 94°C      

30 saniye 95°C    30 saniye 95°C      

30 saniye 52°C     30 saniye 54°C 

1 dakika 72°C     1 dakika 72°C 

1 dakika 72°C    1 dakika 72°C 

∞              4°C    ∞              4°C    

35 döngü 35 döngü 
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Çoğaltılan örnekler etidiyum bromür içeren %1.2’lik agoroz jele yüklendi ve 70 voltta 

koşturuldu. Jel görüntüsü görüntüleme cihazı Biorad kullanılarak görüntülendi. 

III. XIV. Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) Analizi 

ChıP analzi transkripsiyon faktörü olarak görev yapan proteinlerin hedef genlerin promotor 

bölgelerine bağlanıp bağlanmadığını analiz etmek için kullanılan yöntemdir (Hamurcu vd, 

2016, Hamurcu vd 2017). 

Bu analizi yapmak için sırasıyla aşağıda belirtilen ön-hazırlıklar yapıldı; 

1. LC3 ve Beclin-1 genlerinin promotor bölgelerinin baz dizisi bir biyoinformatik 

uzmanınından destek alınarak belirlendi. Transkripsiyon başlama bölgesinden yukarı doğru 

3000 bazlık bölgenin baz dizisi tespit edildi. 

2. LC3 ve Beclin-1 genlerinin promotor bölgesi için belirlenen 3000 bazlık dizi ile FOXM1 

geni arasındaki konsensusa  

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgiPAGE_TYPE=BlastSearch&PROG_DEF=blastn&BLAS

T_PROG_DEF=megaBlast&BLAST_SPEC=blast2seq) programı kullanılarak bakıldı. Hem 

Beclin-1 hem de LC3 genlerinin belirlenen promotor bölgeleri ile FOXM1 geni arasında 

konsensus olduğu bulundu (Şekil 3). 

 
Şekil 3. FOXM1/LC3 promotor ve FOXM1/Beclin-1 promotor bölgesi arasındaki 
konsensus. FOXM1 gene sekansı ile Beclin-1 geninin promotor bölgesi sekansı ve LC3 

geninin promotor bölgesi sekansı arasında konsensus bulundu. 

 

3. Bu 3000 bazlık bölgeler 1000 baz olacak şekilde 3 bölgeye bölündü. Her 1000 bazlık 

bölge için 2 farklı primer olmak üzere her gen için toplam 6 pirimer, primer-3 programı 

kullanılarak belirlendi. Primer baz dizileri Tablo 1’de gösterildi. 
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Tablo 1. LC3 ve Beclin-1 genlerinin promotorlarına 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 hücrelerinden DNA izolasyon kiti (Rhoche) kullanılarak genomik DNA 

izolasyonu yapıldı. İzole edilen DNA örnekleri LC3B ve Beclin-1 promotorlarına spesifik 

belirlenen primerler kullanılarak PCR’la amplifiye edildi.  

5. Daha sonra MDA-MB-231 hücrelerinde elde edgilen genomik DNA kullanılarak, 

DNA’yı 200-1000 bp arasında parçalamak için DNA sonikasyon optimizasyon çalışmaları 

yapıldı. Optimizasyon için farklı hücre sayıları ve farklı setlerde sonikasyon yapıldı. 

Sonikasyon sonrası ürünler %2’lik agoroz jelde yürütülerek DNA sonikasyonu kontrol edildi 

(Şekil 4). En yi DNA sonikasyonu, 20 µL’de 2.5 x106 hücre içeren tüp  %60 güçle 15 

saniyede, 15 set sonikasyon probu kullanılarak elde edildi ve Chip analizi için bu protokolün 

kullanılmasına uygun bulundu. 

 
Şekil 4. DNA sonikasyonu. DNA sonikasyonunu optimize etmek için kullanılan yöntemler 
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sonucu elde edilen DNA fragmentlerinin jel görüntüsü. 

Chip analizi, Milpore EZ-ChIP kiti kullanılarak yapıldı. 2x107 /20 ml hücre %18.8’lik 

formaldehit ile fikse edildi ve protokole göre hücreler lizis edildi. Lizis sonrası, kromatin 

yukarıda anlatılan optimize ettiğimiz protokole göre parçalandı. Kromatin fragmentinin %1 

normalizasyon için total kromatin (İnput) olarak ayrıldı. Kalan kromatin fragmentleri eşit 

olarak 3 ependorf tüpe bölündü. Bu tüplerden biri, pozitif kontrol olarak (anti-RNA Polimeraz 

II), diğeri negatif kontrol olarak (Normal Mouse IgG) antikorları ile ve 3. tüpte hedefimiz olan 

FOXM1 antikoru ile bir gece boyunca +4°C’de inkübe edildi. Sonra kromatin-antikor 

kompleksi protein G agoroz beads ile 1 saat inkübe edildi. Daha sonra arda arda yıkamalar 

yapıldı, sonra hücreler RNAaz-A ile ardından da proteinaz-K ile inkübe edilerek RNA ve 

proteinlerin yıkılması sağlandı ve prurifiye DNA elde edildi .(Hamurcu vd.,2016; Hamurcu vd. 

2017). Bu kromatin örnekleri (Input, pozitif kontrol, negatif kontrol ve FOXM1 antikorları 

inkübe edilen kromatin fragmentleri) öncelikle GABDH genine spesifik kontrol primeri 

kullanılarak amplifiye edildi.Sonra bu kromatin fragmentleri LC3 ve Beclin-1 promotoruna 

spesifik olarak belirlenen primerler kullanılarak amplifiye edildi. 

III. XV. Dual Luciferase Reporter Analizi 
Dual Luciferase Reporter Analizihedef promotor aktivitesini ölçmek için yaygın olarak 

kulanılan oldukça duyarlı bir yöntemdir (Hamurcu vd, 2016, Hamurcu vd 2017).  

Analiz için yapılan ön hazırlıklar:  

1. Bu çalışmamız için öncelikle FOXM1’in bağlandığı LC3 ve Beclin-1 genlerinin promotör 

bölgeleri LC3-P3, Beclin-1-P2 ve Beclin-P6 primerleri kullanılarak çoğaltıldı (Şekil 13A). 

Hedef genler (çoğaltılan LC3 ve Beclin-1 promoter bölgeleri) ve boş plazmid (vektör) 

DNA’ları EcoRI restriksiyon enzimiyle kesildi, DNA ligaz enzimi ile DNA ligasyon yapılıd. 

Böylece plazmid içerisine hedef gen bölgeleri inset edildi.Elde edilen rekombinant DNA 

bakteriye (E.Coli) transfer edilerek klonlanması sağlandı. Sonra bakteriden purifiye 

rekombinant DNA’lar izole edildi.  

Dual Luciferase Reporter Analizi, Hücreler 24’lük platelere ekildi. İnkübasyonun 24. 

saatinde, hücrelerin bir kısmı FOXM1’I baskılamak için; iki farklı FOXM1 siRNA ve kontrol 

siRNA ile transfekte edildi. Hücrelerin bir kısmı da FOXM1’in overekspre olması için; FOXM1 

overekspresyon ‘vektörü ve kontrol olarak empty vektörle transfekte edildi. Tranfeksiyondan 

24 saat sonra bu hücreler hazırlanan LC3 (LC3-P3) ve Beclin-1 (Beclin-1-P2 ve Beclin-P6) 

vektörleri ve lusiferaz aktiviteyi tespit için pRLTK renilla luciferase expression plasmidi ile 

transfekte edilidi.MDA-MB-231 hücrelerine tüm plazmidlerin ve siRNA’ların transfeksiyonu 

için hyperfect kullanıldı.Transfeksiyondan 40 saat sonra, hücreler toplandı, lizis edildi, ve 

proteinler izole edilerek lusiferaz aktivitesi uygun tamponların varlığında Lusiferaz Dual 

Reporter assay kiti kullanılarak Eliza Reader da dual-luciferase programında analiz yapıldı 
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(Hamurcu vd.,2016; Hamurcu vd. 2017).FOXM1siRNA ve FOXM1 overekspresyon plazmidi 

ile transfekte edilen hücreler renilla lusiferaz aktitesine göre normalize edildi ve sonuçlar  

pGL3-Basic empty vector (boş vektör)’le transfekte edilen hücrelerle karşılaştırıldı  

III.XVI. İmmunfloresan (IF) Boyama 
Hücre içerisindeki spesifik (hedef) proteini görüntülemek için kullanılan bir yöntemdir. 

Otofajinin belirteci olarak bilinen LC3 proteininin sitoplamik dağılımını belirlemek için, 

hücreler 24’lük platelere ekildi. İnkübasyonun 24. saatinde son konsantrasyonu 50 nM olacak 

şekilde FOXM1 siRNA’lar ve kontrol siRNA ile transfekte edildi. Transfeksiyonun 72. saatinde 

ortamdaki medyum uzaklaştırıldı, hücreler PBS ile yıkandı ve ortama FBS içermeyen 

medyum eklenerek hücrelerin 4 saat boyunca aç kalması sağlandı.4 saatlik açlık sonrasında 

ortamdaki medya uzaklatırıldı ve hücreler %4’lük parafomaldehit le fikse edildi. Fikse edeilen 

hücreler  %0.01 Tween-20 içeren PBS ile  permabilize edildi.Permabilizasyon sonrası 

hücreler %0.1’lik BSA ile 1 saat oda ısısında inkübe edildi.İnkübasyon sonrası hücreler 1 µl 

LC3 primer antikoru içeren BSA ile bir gece inkübe edildi. Overnight sonrası primer antikor 

uzaklaştırıldı ve sonra sekonder antikor (alexa-flour) 2 saat oda ısısnda inkübe edildi. 

İnkübasyon sonrası sekonder antikor ortamdan uzaklaştırıldı ve floresan mikroskopta  

görüntüler alındı. 
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IV. BULGULAR 
 
IV.I. FOXM1 LC3 ve Beclin-1 genlerinin promotor bölgelerine bağlanır ve 
ekspresyonlarını düzenler. 
Çalışmamızda birincil olarak, transkripsiyon faktörü FOXM1’in otofajinin belirteci olarak kabul 

edilen LC3 ve Beclin-1 genlerinin transkripsiyon mekanizmasında olası rolunün araştırılması 

amaçlandı. Bu araştırmamız için yapılan analiz sonuçlarımız aşağıda belirtildi. 

1. FOXM1 MDA-MB-231 hücrelerinde otofajinin belirteci olan LC3 ve Beclin-1’in 
proteinlerinin ekspresyonlarını düzenler. 
FOXM1’in otofajinin belirteci olan LC3 ve Beclin-1 ekspresyonlarının düzenlenmesinde bir 

fonksiyonunun olup olmadığını araştırmak için hücreler iki farlı FOXM1 siRNA ve kontrol 

siRNA ile ransfekte edildi ve transfeksiyon sonrası western blot analizi yapıldı.  

Öncelikle çalışmada kullanılan FOXM1 siRNA’ların hedefi olan FOXM1’in ekspresyonunu 

baskılayıp baskılamadığını belirlemek için FOXM1 proteinin ekspresyon seviyesi analiz edildi 

ve kullanılan iki farklı FOXM1 siRNA’nın hem MDA-MB-231 (üçlü reseptör negatif) hem de 

MCF-7 (ER+) hücrelerinde FOXM1 protein ekspresyonunu önemli ölçüde baskıladığı 

bulundu (Sekil 5 A,B).  

Daha sonra, FOXM1 siRNA ile transfekte edilen her iki hücre hattında da FOXM1 siRNA’nın 

LC3 ve Beclin-1 proteinlerinin ekpresyonları üzerine etkisi analiz edildi. Kontrol siRNA ile 

transfekte edilen hücrelerle karşılaştırdığımızda, FOXM1 siRNA ile transfekte edilen MDA-

MB-231 hücrelerinde, siRNA aracılı LC3 ve Beclin-1 proteinlerinin ekspresyonlarının 

baskılandığı bulunurken (Şekil 5A), MCF-7 hücrelerinde, FOXM1 siRNA aracılığıyla LC3 ve 

Beclin-1 proteinlerinin ekspresyonlarının baskılanmadığı (Sekil 5B).  

Western blot analiz sonuçlarımız, MDA-MB-231 hücrelerinde otofajinini belirteci olan LC3 ve 

Beclin-1 proteinlerinin ekspresyonlarının düzenlenmesinde FOXM1’in olası bir rolünün 

olabileceğini işaretti. Fakat, MCF-7 hücrelerinde LC3 ve Beclin-1 proteinlerinin 

ekspresyonlarının düzenlenmesinde olası bir rolünün olmadığını gösterdi. Bu nedenle 

FOXM1’in otofajide rolünü araştırmak için bundan sonraki yapılan tüm çalışmalarımızda üçlü 

reseptör negatif meme kanser hücre hattı olan MDA-MB-231 hücreleri kullanıldı. 
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Şekil 5. FOXM1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 ve MCF-7 hücrelerinde 
FOXM1, LC3 ve Beclin-1 proteinlerinin ekspresyon seviyeleri. İki farklı FOXM1 siRNA 

MDA-MB-231 ve MCF-7 hücrelerinde FOXM1 protein ekspresyonunu baskıladı (A, B). 

FOXM1 siRNA MDA-MB-231 hücrelerinde Beclin-1 ve LC3 ekspresyonunu baskılarken (A), 

MCF-7 hücrlerinde Beclin-1 ve LC3 protenlerinin ekspresyonlarını baskılamadı (B). Beta 

aktin yükleme kontrolü olarak kullanıldı. 

 

Çalışmamızın bundan sonraki basamağında, FOXM1 siRNA’nın otofajinin aktifleştiği 

hücrelerde LC3 ve Beclin-1 proteinlerinin ekspresyonları üzerine etkisi araştırıldı. Bilindiği 

gibi açlık otofajiyi indükleyici major etkendir. Bu nedenle serum içermeyen kültür ortamında 

hücreler aç bırakılarak otofajinin tetiklenmesi sağlandı ve daha sonra bu hücrelerde FOXM1 

siRNA’nın LC3 ve Beclin-1 proteinlerinin ekspresyonları üzerindeki etkisi analiz edildi.  

Bu çalışmamıza başlamadan önce, MDA-MB-231 hücreleri farklı zamana aralıklarında aç 

bırakılarak otofajinin tetiklendiği uygun zaman aralığı akridin oranj boyama yapılarak 

belirlendi. Sonuçlarımıza göre 4 saat serum içermeyen ortamda aç bırakılan hücrelerde 

otofajinin önemli seviyede uyarıldığı bulundu (Şekil 6). 

 
Şekil 6. Farklı zaman aralıklarında aç bırakılan MDA-MB-231 hücrelerinde asidik 
veziküler oluşumlar. MDA-MD-231 hücreleri belirtilen zamanlarda aç bırakıldı ve açlık 
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ortamında oluşan asidik veziküller organelleri (AVO) tespit etmek için akridine oranjile 

boyandı, floresan mikroskopta görüntülendi. AOV miktarı aç kalma zamanına bağlı olarak 

değişkenlik gösterdi. Açlığın 4.saatinde 0. saate göre AOV sayısında belirgin bir artış tespit 

edildi. (Akridin oranj ile sitoplazma yeşile boyanırken, asidik veziküller sarı/turuncu renge 

boyanır).  

 

Daha sonra bu sonucumuzu teyit etmek hücreler 4 saat serum içermeyen ortamda aç 

bırakıldı ve 4 saatlik açlık sonrası bu hücrelerde otofaji indüklenme oranı muse cihazında 

LC3 temelli otofaji kiti kullanılarak analiz edildi. Analiz sonuçlarımıza göre, normal şartlarda 

inkübe edilen hücrelere kıyasla, 4 saat aç bırakılan hücrelerde otofajinin istatistiksel olarak 

önemli seviyede tetiklendiği bulundu (Şekil 7). 

İki farklı analiz sonuçlarımız, hücreleri 4 saat serum içermeyen ortamda aç bırakmanın 

otofajinin tetiklenmesi için uygun olduğunu gösterdi. Bundan sonraki yapılan açlık 

deneylerinde hücreler 4 saat aç bırakıldı ve bu hücreler pozitif kontrol olarak kullanıldı. 

 
Şekil 7. 4 saat aç bırakılan MDA-MB-231 hücrelerinde otofaji indüklenme oranı. Normal 

şartlarda inkübe edilen hücrelere göre 4 saat serum içermeyen ortamda inkübe edilen 

hücrelerde otofaji önemli seviyede tetiklenir. 

 

Daha sonra, hücreler   kontrol siRNA ve FOXM1 ekspresyonunu baskılamak için FOXM1 

siRNA ile 72 saat transfekte edildi. FOXM1 siRNA ile transfekte edilen hücrelerin bir kısmı 

serum içeren normal kültür şartlarında inkübe edildi. Bir kısmı ise 72 saatlik transfeksiyon 

sonrasında 4 saat serum içermeyen ortamda inkübe edilerek aç bırakıldı. Daha sonra 

hücrelerden proteinler izole edildi ve western blot analiz yapıldı. Analiz sonuçlarına göre, 

FOXM1 siRNA’nın hem normal şarttlarda hem de 4 saat serum içermeyen ortamda inkübe 

edilen hücrelerde, FOXM1’in ekspresyonlarını baskıladığı bulundu (Şekil 8). Bulgularımız 
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FOXM1 siRNA’nın her iki ortam şartlarında da etkili olduğunu gösterdi. Ayrıca, her iki 

şartlarda da , hücrelerde FOXM1 siRNA aracılı FOXM1 baskılandığında, otofajinin belirteci 

olan LC3 ve Beclin-1 proteinlerin ekspresyonlarının azaldığı bulundu (Şekil 8). 

 
 
Şekil 8. İki farklı FOXM1 siRNA ve kontrol siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 
hücrelerinde bazal ve açlık durumunda FOXM1, LC3 ve Beclin-1 proteinlerinin 
ekspresyon seviyeleri. Hem normal şartlarda hem de 4 saat serum içermeyen ortamda 

inkübe edilen hücrelerde FOXM1 siRNA transfeksiyonu FOXM1 protein ekspresyonunu 

inhibe eder. FOXM1 siRNA aracılı FOXM1’in baskılanması, LC3 ve Beclin-1 proteinlerinin 

ekspresyonlarını azaltır. Beta aktin yükleme kontrolü olarak kullanıldı. 

 

Sonra, hücreler empty vektör ve FOXM1’in hücrelerde ekspresyonunu artırmak için FOXM1 

overekspresyon vektörü ile transfekte edildi. 72 saatlik transfeksiyon sonrası hücrelerden 

proteinler izole edildi ve western blot analiz yapıldı. Analiz sonuçlarına göre, FOXM1 over 

ekspresyon vektörü ile transfekte edilen hücrelerde empty vektörle transfekte edilen 

hücrelere göre FOXM1 ekpresyonunun arttığı bulundu (Şekil 9). Ayrıca, overekspreyon 

vektörü aracılı artmış FOXM1 ekspreyonu LC3 ve Beclin-1 proteinlerinin ekpresyonunu 

empty vektörle transfekte edilen hücrelere göre artırdığı bulundu (Şekil 9).  
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Şekil 9. FOXM1overekspresyon vektörü ve empty vektörle ile transfekte edilen MDA-
MB-231 hücrelerinde FOXM1, LC3 ve Beclin-1 proteinlerinin ekspresyon seviyeleri. 

FOXM1 overekspresyon vektör aracılı FOXM1’in ekspresyonunun artması, LC3 ve Beclin-1 

proteinlerinin ekspresyonlarını artırır.Beta aktin yükleme kontrolü olarak kullanıldı. 

 

2. FOXM1 MDA-MB-231 hücrelerinde otofajinin belirteci olan LC3 ve Beclin-1 
genlerinin ekspresyonlarını düzenler. 
Transkripsiyondan sonra, FOXM1 mRNA’nın alternatif işlenmeden dolayı 3 farklı izoformu 

(FOXM1-A, FOXM1-B ve FOXM1-C) bulunmaktadır . Bu üç farklı izoformdan FOXM1-A 

hücrelerde inaktif halde bulunurken, FOXM1-B ve FOXM1-C aktif halde bulunmaktadır (Lam 

vd, 2013, ZhangY 2008). Bu nedenle, kulandığımız iki farklı FOXM1 siRNA’larının, FOXM1 

mRNA’sının her iki aktif izoformunun ekspresyonuna etkisini belirlemek için, FOXM1-B ve 

FOXM1-C izoformuna spesifik primerler kullanılarak revers transkripsiyon PCR (RT-PCR) 

analiz yapıldı. Kontrol siRNA ile tranfekte edilen hücrelere göre, FOXM1#1 siRNA ve 

FOXM1#2 siRNA ile transfekte edilen hücrelerde, FOXM1#1 siRNA’nın FOXM1-B formunu, 

FOXM1#2 siRNA’nın FOXM1’in her iki izoformunun ekspresyonlarının belirgin bir şekilde 

baskılandığı bulundu (Şekil 10). 
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Şekil 10. İki farklı FOXM1 siRNA ve kontrol siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 
hücrelerinde FOXM1-B ve FOXM1-C genlerinin ekpresyon seviyeleri. Kontrol siRNA’ya 

göre İki farklı FOXM1 siRNA, FOXM1 geninin her iki izoformunun ekspresyonunu baskıladı. 

FOXM1#1 siRNA FOXM-B izoformununun ekspresyonunu belirgin bir şekilde baskılarken, 

FOXM1-C izoformunun ekspresyonu iki farklı FOXM1 siRNA tarafından da baskılandı. Beta 

aktin kontrol olarak kullanıldı. 

 

Daha sonra, FOXM1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hücrelerinde  FOXM1 

siRNA’nın LC3 ve Beclin-1 genlerinin ekpresyonları üzerine etkisi araştırıldı. FOXM1 siRNA 

ile transfekte edilen hücrelerden elde edilen cDNA örnekleri, LC3 ve Beclin-1 genlerine 

spesifik primerler kullanılarak RT-PCR ile amplifiye edildi. FOXM1 siRNA ile transfekte edilen 

hücrelerde, kontrol siRNA ile transfekte edilen hücrelere göre hem Beclin-1 hem de LC3 

genlerinin ekspresyonlarında azalma bulundu (Şekil 11). 

 
Şekil 11. İki farklı FOXM1 siRNA ve kontrol siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 
hücrelerinde LC3 ve Beclin-1 genlerinin ekpresyon seviyeleri. Kontrol siRNA ile 

transfekte edilen hücrelere göre, FOXM1 siRNA ile transfekte edilen hücrelerde, FOXM1 

siRNA aracılığıyla LC3 ve Beclin-1 genlerinin ekspresyonları baskılandı. Beta aktin kontrol 
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olarak kullanıldı. 

FOXM1 siRNA aracılığıyla, LC3B ve Beclin-1 genlerinin ekspresyonlarının revers 

transkriptaz-PCR analizi sonucu kısmen baskılandığı bulundu (Şekil 11). Bu sonuçlarımız 

teyit etmek FOXM1 siRNA transfekte edilen hücrelerden elde edilen cDNA örnekleri spesifik 

LC3B ve Beclin-1 primerleri kullanılarak real-time-PCR’la amplifiye edildi. Elde edilen veriler 

delta delta ct metodu kullanılarak hesaplandı ve Beta aktin kullanılarak normalize edildi. 

Real-Time PCR sonucuna göre, FOXM1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 

hücrelerinde, FOXM1 siRNA aracılığıyla LC3 ve Beclin geninin mRNA düzeyinde 

ekspresyonunun önemli ölçüde baskılandığı bulundu (Şekil 12). 
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Şekil 12. İki farklı FOXM1 siRNA ve kontrol siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 
hücrelerinde LC3 ve Beclin-1 genlerinin ekpresyon yüzdeleri. MDA-MB-231 

hücrelerinde, kontrol siRNA ile tranfekte edilen hücrelere göre,  FOXM1 siRNA ile transfekte 

edilen hücrelerde LC3 ) ve Beclin-1 genlerinin ekspresyonları önemli ölçüde baskılandı. 

3. FOXM1 MDA-MB-231 hücrelerinde LC3 ve Beclin-1 genlerinin promotor 
bölgelerine bağlanır ve onların transkripsiyonunu düzenler 
Western blot analiz ve RT-PCR analiz sonuçlarımıza göre FOXM1 siRNA aracılı FOXM1’in 

baskılanması LC3 ve Beclin-1 ekspresyonlarını baskılarken (Şekil, 5A, 8, 11-12) FOXM1’in 

over-ekspresyonu LC3 ve Beclin-1 ekspresyonunu artırmaktadır (Şekil 9). Bu 

bulgularımızdan dolayı, FOXM1 ve LC3, Beclin-1 arasındaki arasındaki bağlantıyı ve  

FOXM1’in LC3 Beclin-1 genlerinin trasnskripsiyonel olarak ekspresyonunu düzenleyip 

düzenlemediğini göstermek için, FOXM1’in bu genlerin promotor bölgesine bağlanıp 

bağlanmadığı araştırıldı. Bunun için standart ChIP analizi yapıldı. Öncelikle, FOXM1 gen 
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dizisi ile LC3 ve Beclin-1 promotor bölgelerinin dizileri arasındaki konsesusa the Align 

Sequences Nucleotide BLAST programı, kullanılarak bakıldı. Hem Beclin-1 hem de LC3 

genlerinin belirlenen promotor bölgeleri ile FOXM1 geni arasında konsensus olduğu bulundu 

(Şekil 3). Sonra, MDA-MB-231 hücrelerinden hazırlanan sonike kromatin, FOXM1 ve RNA 

polimeraza (pozitif kontrol) özgü antikorlarla ve negatif kontrol olarakta normal fare IgG 

antikoru ile immün çökeltme yapıldı.  İmmün çökeltilmiş kromatin ile ilişkili genomik DNA, 

Gereç ve Yöntemler kısmında açıklandığı üzere, LC3 ve Beclin-1 genlerinin promotör 

bölgesine özgü primerler (Tablo 1)  kullanılarak PCR ile amplifiye edildi. anti-FOXM1 

antikorunun, BS2, BS6 dizisini ihtiva eden Beclin-1 promotor fragmanlarını (Şekil 13 A, B)  ile 

BS4 dizisini ihtiva eden LC3  promotor fragmanını çöktürdüğü bulundu (Şekil 13 A). ChIP 

analiz sonucumuza göre, transkripsiyon faktör FOXM1 Beclin-1 promotorunda iki bölgeye 

(BS2:-776 -558, BS6:-2843-2691), LC3 promotorunda bir bölgeye (BS4:-1595-1432) 

bağlandı (Şekil 13 B). 

 
Input: Total DNA, IP-1: mouse IgG (negatif kontrol), IP-2: anti-RNA polimeraz-II (pozitif 

kontrol), IP-3: anti FOXM1 
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Şekil 13. FOXM1’in LC3 ve Beclin-1 genlerinin promotor bölgelerinde bağlandığı 
diziler. anti-FOXM1 antikoru, BS2, BS6 dizisini ihtiva eden Beclin-1 promotor fragmanını, 

LC3B promotorunda BS4 dizisini ihtiva eden fragmanını çöktürdü (A). FOXM1; BS2, BS6 

dizisini ihtiva eden Beclin-1 promotor bölgesine, LC3B promotorunda BS4 dizisini ihtiva eden 

promotor bölgesine bağlanır (B). 

  

Daha sonra, FOXM1’in LC3 ve Beclin-1 promotor aktivitesini düzenleyip düzenlemediğini 

araştımak için lusiferaz reporter analizi yapıldı. Eş zamanlı olarak, hücreler FOXM1’i 

baskılamak için olarak FOXM1 siRNA ve MDA-MB -231 hücrelerinin LC3 ve Beclin-1 

promotoruna yerleştirilmiş pGL3 plazmid vektörleri (pGL3-LC3, pGL3-Beclin-1 promotoru 

içeren plazmid vektörü) ile transfekte edildi. Tersi bir şekilde, artmış FOXM1 ekspresyonunun 

LC3 ve Beclin-1  transkripsiyonu üzerine etkisini test etmek için,  eş zamanlı olarak hücreler 

FOXM1 ekspresyon vektörü ve pGL3-LC3, pGL3-Beclin-1 promotor vektörü ile transfekte 

edildi. Transfeksiyondan 40 saat sonra MDA-MB-231 hücrelerinden protein ekstratları 

hazırlandı dual-luciferase aktivitesi ölçüldü. Sonuçlarımıza göre, FOXM1 siRNA ile FOXM1’in 

baskılanması, LC3 ve Beclin- promotorlarının aktivitesinin azalmasına (Şekil 14A), FOXM1’in 

artan ekspresyonunun LC3 ve Beclin- promotorlarının aktivitesinde artışa yol açtığı bulundu 

(Şekil 14B).  

B 
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Şekil 14. FOXM1’in  LC3 ve Beclin- genlerinin transkripsiyonel aktivitesine etkisi. 

FOXM1 siRNA aracılı FOXM1’in baskılanması, LC3 ve Beclin-1 ptomotorlarının aktivitesini 

azaltır (A). FOXM1 over-ekpresyonu LC3 ve Beclin-1 ptomotorlarının aktivitesini artırır (B). 

 

Hem Chıp hem de lusiferaz repoter analiz sonuçlarımıza göre, trasnkripsiyon faktör FOXM1 

LC3 ve Beclin-1 genlerinin promotor bölgelerine bağlanmakta ve bu genlerin aktivasyonunu 

düzenlemktedir. 

4. FOXM1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hücrelerinde otofaji sinyal 
yolağında görev alan medyatör proteinlerin ekspresyonları baskılandı. 
MDA-MB-231 hücreleri inkübasyonlarının 24. saatinde iki farklı FOXM1 siRNA ve kontrol 

siRNA ile transfekte edildi. FOXM1 siRNA ile transfekte edilen hücrelerin bir kısmı 72 saatlik 

transfeksiyonun sonunda 4 saat serum içermeyen ortamda inkübe edilerek aç bırakıldı. Daha 

sonra hücrelerden proteinler izole edildi ve western blot analiz yapıldı. Analiz sonuçlarına 

göre, FOXM1 siRNA’nın hem normal şartlarda hem de 4 saat serum içermeyen ortamda 

inkübe edilen hücrelerde, otofajinin farklı basamaklarında görev alan (Şekil 1) ATG12, 

Vps15, Atg13 proteinlerinin ekspresyonlarını baskıladığı bulundu (Şekil 15). 
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Şekil 15. İki farklı FOXM1 siRNA ile transfete edilen MDA-MB-231 hücrelerinde 
otofajinin çeşitli basamaklarında görev alan proteinlerin ekpresyon seviyeleri. FOXM1 

siRNA ile transfekte edilen hücrelerde otofajinin medyatörleri olan Atg12, Vps15, Atg13 

proteinlerinin ekspresyonları baskılandı. Beta aktin yükleme kontrolü olarak kullanıldı. 

 
IV.II.FOXM1 otofajinin düzenlenmesinde rol oynar. 
Western blot, RT-PCR, ChiP ve Dual reporter analizlerimizle, FOXM1’in otofajinin belirteci 

olan LC3 ve Beclin-1 genlerinin promotor bölgelerine bağlandığını ve aktivitelerini 

düzenlediği gösterildi. Daha sonra FOXM1’in hücresel düzeyde otofajik aktivitedeki (otofajik 

veziküllerin) rolünü analiz etmek için deneyler yapıldı ve elde edilen verilerimiz aşağıda 

belirtildi. 

1. FOXM1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hücrelerinde asidik veziküler 
oluşumlar azaldı. 

MDA-MB-231 hücreleri inkübasyonun 24. saatinde kontrol siRNA ve iki farklı FOXM1 siRNA 

ile transfekte edildi.72 saatlik trasnfeksiyondan sonra hücreler 4 saat serum içermeyen 

medyum içerisinde aç bırakılark otofajinin tetiklenmesi sağlandı. Açlık süresi tamamlanınca, 

hücreler Akridin oranj ile boyandı ve floresan mikroskopta görüntüleri alındı. Kontrol siRNA 

ile transfekte edilen hücrelerde fazlaca asidik veziküler oluşumlar tespit edilirken, iki farklı 

FOXM1 siRNA ile transfekte edilen hücrelerde çok az asidik veziküler oluşumlar gözlendi 

(Şekil 16). 
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Şekil 16. İki farklı FOXM1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hücrelerinde asidik 
veziküler oluşumlar. Kontrol siRNA ile transfekte edilen hücrelerde belirgin oranda otofajik 

veziküller oluşumlar tespit edilirken, FOXM1 siRNA ile transfekte edilen hücrelerde çok az 

otofajik veziküller oluşumlar gözlendi. (Akridin oranj ile sitoplazma yeşile boyanırken, asidik 

veziküller sarı/turuncu renge boyanır). 

 

2. FOXM1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hücrelerinde otofaji 
indüklenme oranı azaldı. 

MDA-MB-231 hücreleri inkübasyonlarını 24.saatinde, son konsantrasyonu 50 nM olacak 

şekilde FOXM1 siRNA  (FOXM1#1 ve FOXM1# siRNA) ve kontrol siRNA ile transfekte edildi. 

Transfeksiyondan 72 saat sonra, hücrelerin bir kısmı 4 saat serum içermeyen ortamda aç 

bırakıldı. Daha sonra her iki ortamda da inkübe edilen hücrelerde otofaji indüklenme oranı 

analiz edildi (Muse Autophagy (LC3 detection) kiti kullanılarak akım sitometride). Analiz 

sonuçlarına göre, bazal seviyede kontrol siRNA ile transfekte edilen hücrelerle 

karşılaştırıldığında, ifi farklı FOXM1 si RNA ile transfekte edilen hücrelerde otofaji 

indüklenme oranı önemli seviyede azaldığı bulundu (Şekil 17A). Açlıkla otofajinin aktive 

olduğu hücrelerde, artmış otofajik aktiviteyi FOXM1 siRNA’nın,  baskılayıp baskılamadığını 

test etmek için yaptığımız çalışmamızda da, otafaji artmasına rağmen, kontrol siRNA ile 

transfekte edilen hücrelere göre FOXM1 siRNA ile transfekte edilen hücrelerde otofaji 

indüklenme oranın önemli seviyede azaldığı bulundu (Şekil 17B). 
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Şekil 17. İki farklı FOXM1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hücrelerinde otofaji 
indüklenme oranı. Kontrol siRNA ile transfekte edilen hücreler göre,  FOXM1 siRNA ile 

trasnfekte edilen hücrelerde hem bazal seviyede (A)  hem de 4 saatlik açlık sonrası (B) 

otofaji indüklenme oranı azaldı. 

 

3. FOXM1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hücrelerinde LC3’ün 
sitoplazmik dağılımı azaldı. 
MDA-MB-231 hücreleri inkübasyonlarının 24. saatinde 2 farklı FOXM1 siRNA ve kontrol 

siRNA ile transfekte edildi. Transfeksiyonun 72. saatinde otofajiyi tetiklemek için 4 saat 

serum içermeyen ortamda inkübe edilerek, hücrlererin aç kalmaları sağlandı. Daha sonra bu 

hücrelerde immüno floresans (IF) boyama yapılarak LC3 proteinin sitoplazmik dağılımı 

floresan mikroskopta analiz edildi. Analiz sonucumuza göre, FOXM1 siRNA ile transfekte 

edilen hücrelerde, kontrol siRNA ile transfekte edilen hücrelere göre, LC3 proteinin 

sitoplazmik dağılımının belirgin bir şekilde azaldığı bulunmuştur (Şekil 18). 

A 

B 
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Şekil 18. İki farklı FOXM1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hücrelerinde 
sitoplazmik LC3 proteinin dağılımı. FOXM1 siRNA  (FOXM1#1, FOXM1#2 siRNA) ve 

kontrol siRNA transfekte edilen hücrelerde immün floresan boyama ile LC3B’nin sitoplazmik 

dağılımı karşılaştırıldığında iki farklı FOXM1 siRNA ile transfekte edilen hücrelerde LC3’ün 

sitoplazmik dağılımı kontrol siRNA transfekte edilen hücrelere göre önemli seviyede azaldı. 

 

Bulgularımızın tamamı hem hücresel seviyede hemde moleküler seviyede FOXM1’in 

otofajide rol oynadığını gösterdi. 

IV.III. Otofaji agresif meme kanser hücrelerinin (MDA-MB-231)  kanserojenik özellikler 
kazanmasinda rol oynar 

Çalışmamızda ikincil olarak, otofajinin meme kanser hücrelerinin kanserojenik özellikleri 

üzerine (proliferasyon, migrasyon, invazyon) etkisinin araştırılması amaçlandı.  Bu amaç için 

literatüre göre; otofajide önemli rol oynayan LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4 genleri, bu genleri 

hedef alan siRNA’larla baskılandı ve bu genler baskılandığında meme kanser hücrelerinin 

kanserojenik özelliklerindeki  (klonojeik, migrasyon , invazyon ve apopitoza direnç) 

değişiklikler analiz edildi.  

1. MDA-MB-231 hücreleri MCF-7  ve MCF-10A hücrelerine göre daha fazla otofajik 
aktiviteye sahiptir.  
Çalışmamıza başlamadan önce iki farklı meme kanser hücrelerinde ve normal epitel 
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hücrelerinde hem  akridin oranj boyama ile hemde westen blot analizi ile bazal otofaji 

seviyesi belirlendi. 

 İlk olarak, üçlü-reseptör negatif (TNBC) meme kanser hücre hattı olan MDA-MB-231, 

östrojen reseptör pozitif (ER+) meme kanser hücre hattı olan MCF7 ve tümorogenik olmayan 

normal meme hücre hattı olan  MCF10A hücrelerinde bazal seviyede asidik veziküler 

organellerin (AVO) oluşumunu belirlemek için akridin oranj boyama yapıldı. Akridin oranj 

boyama sonuçlarımıza göre, bazal seviyede MDA-MB-231 hücrelerinde AVO’ların, MCF-7 ve 

MCF10A hücrelerine göre ,daha fazla olduğu bulundu (Şekil 19).  

 

Şekil 19. MDA- MB-231, MCF-7 ve MCF10A hücrelerinde bazal seviyede asidik 
veziküler oluşumlar. MDA-MB-231 hücreleri bazal seyede, MCF-7 ve MCF10 hücrelerine 

göre çok daha fazla otofajik aktiviteye sahiptir.  

Daha sonra, MDA-MB-231, MCF-7 and MCF10A hücrelerinde otofajide önemli rol oynayan 

LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4 proteinlerinin bazal seviyede ekspresyonları western blot 

analiziyle belirlendi. Analiz sonuçlarına göre LC3 protein ekspresyonu bazal seviyede MDA-

MD-231 hücrelerinde yüksek olduğu bulunurken, Beclin-1 ekspresyonu normal epiteyal hücre 

olan MCF10A hücreleri ile MCF-7 ve MDA-MD-231 hücrelerinde benzer (Hamurcu vd.,2017, 

J Cancer Res Clin Oncology yayın aşamasında), Atg-4 ve ULK1 proteinlerinin ekspresyonları 

bazal düzeyde MCF10A ve MCF-7 hücrelerinde yüksek bulundu (Şekil  20).  
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Şekil 20. MDA- MB-231, MCF-7 ve MCF10A hücrelerinde bazal seviyede LC3, Beclin-1, 
Atg4 ve ULK1 poteinlerinin ekspresyonları. Bazal seviyede LC3 protein ekspresyonu 

MDA-MD-231 hücrelerinde fazla, Beclin-1 ekspresyonu MCF10A hücreleri ile MCF-7 ve 

MDA-MD-231 hücrelerinde benzer, Atg-4 ve ULK1 proteinlerinin ekspresyonları MCF10A ve 

MCF-7 hücrelerinde yüksek bulunur. Tübülin yükleme kontrolü olarak kullanıldı.  

 

Otofaji uyarıldığı zaman, sitozolik LC3-I’e fosofotidiletanolamin (PE) eklenir ve LC3, LC3-I 

formundan LC3-II formuna dönüşür ve otofagozomun membranına bağlanır. Dolayısıyla, 

LC3-II ekspresyonunun yüksek olması ile indüklenmiş otofaji arasında bir ilişki vardır (Lee vd, 

2016). Şekil 20’de görüldüğü gibi, MDA-MB-231 hücrelerinde LC3-II ekspresyonun, MCF-7 

ve MCF10A hücrelerine göre belirgin bir şekilde yüksek bulundu. Dolayısıyla farklı iki analiz 

sonuçlarımız MDA-MB-231 hücrelerinin bazal seviyede en yüksek otofajik aktiviteye sahip 

olduğunu gösterdi. Bu nedenle yaptığımız diğer deney lerde MDA-MB-231 hücreleri 

kullanıldı. 

2. MDA-MB-231 hücrelerinde LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4 genlerinin ekspresyonları, 
bu genleri  hedef alan siRNA’lar aracılığıyla baskılandı. 
Öncelikle çalışmamızda kullanılacak olan siRNA’ların hedefleri olan LC3, Beclin-1, Atg4 ve 

ULK1 ekpresyonlarını e baskılayıp baskılamadığını belirlemek için hücreler bu siRNA’larla 72 

saat transfekte edildi. Transfeksiyon sonrası hücrelerden proteinler izole edilerek westen blot 

analizi yapıldı. İki faklı LC3 siRNA ile transfekte edilen hücrelerde LC3 ekpresyonunun (Şekil 

21A) , iki faklı Beclin-1 siRNA ile transfekte edilen hücrelerde Beclin-1 ekpresyonunun (Şekil 

21B), iki faklı Atg4 siRNA ile transfekte edilen hücrelerde Atg4 ekpresyonunun (Şekil 21C), 

iki faklı ULK1 siRNA ile transfekte edilen hücrelerde ULK1 ekpresyonunun (Şekil 21D) 

kontrol siRNA ile trasnfekte edilen hücrelere göre azaldığı bulundu. 
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Şekil 21. LC3, Beclin-1, Atg4 ve ULK1 siRNA’lar ile transfekte edilen hücrelerde bu 
siRNA’ların hedef aldıları genlerin ürünü olan proteinlerin ekspresyon seviyeleri.LC3, 

Beclin-1, Atg4 ve ULK1 siRNA’lar kendi hedefleri olan  genlerin ürünü oaln proteinlerin 

ekspresyonlarını  baskıladı. Beta aktin yükleme kontrolü olarak kullanıldı. 

 

Daha sonra, LC3 ve Beclin-1 siRNA ile transfekte edilen hücrelerden elde edilen cDNA 

örnekleri, LC3 ve Beclin-1 genlerine spesifik primerler kullanılarak RT-PCR ile amplifiye 

edildi. LC3 siRNA  ile transfekte edilen hücrelerde LC3 geninin ekspresyonunda (Şekil 22A). 

ve Beclin-1 siRNA ile transfekte edilen hücrelerde Beclin-1 geninin ekspresyonunda (Şekil 

22B) kontrol siRNA ile transfekte edilen hücrelere göre azalma bulundu (Hamurcu vd.,2017, 

J Cancer Res Clin Oncology yayın aşamasında). 

 
 
Şekil 22. LC3 ve Beclin-1 siRNA ile transfekte edilen hücrelerde LC3 ve Beclin-41 
genlerinin ekspresyon seviyeleri. LC3 ve Beclin-1 siRNA ile transfekte edilen hücrelerde 

LC3, Beclin-1 siRNA’lar kendi hedefleri olan  genlerin ekspresyonlarını  baskıladı. Beta aktin 



 
 

- 35 - 
 

yükleme kontrolü olarak kullanıldı. 

 

4. LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4 siRNA’larla transfekte edilen MDA-MB-231 
hücrelerinde asidik veziküler oluşumlar azaldı. 
LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4 siRNA’larla transfekte edielen hücrelerde otofajinin (asidik 

veziklüer oluşumların) baskılanıp baskılanmadığını kontrol etmek amacıyla, bu siRNA’larla 

transfekte edilen hücrelerde, transfeksiyon sonrası akridin oranjla boyama yapıldı ve floresan 

mikroskopta otofajik veziküller oluşumlar analiz edildi. Analiz sonuçlarına göre, kontrol siRNA 

ile transfekte edilen hücrelerde yoğun bir biçimde asidik veziküler oluşumların arttığı tespit 

edilirken, LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4B siRNA ile transfekte edilen hücrelerde asidik 

vezikülerin oluşumunda belirgin bir şekilde azalma tespit edildi (Şekil 23).  

 
Şekil 23. LC3, Beclin-, Atg4 ve ULK1 siRNA’larla transfekte edilen hücrelerde asidik 
veziküler oluşumlar.LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4 siRNA’larla transfekte edilen MDA-MB-231 

hücrelerinde asidik veziküler oluşumlar azaldı. 

 

5. LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4 siRNA’larla transfekte edilen hücrelerde otofaji 
indüklenme oranı azaldı. 
Akridin oranj asidik yapıdaki otofajik veziküllerin yanı sıra, lizozom,  endozom gibi diğer 

asidik vezikülleri de boyamaktadır. Bu nedenle, akridin oranj boyama sonuçlarımızı farklı bir 

yöntemle teyit etmek için flov sitometri ile otofaji analizi yapıldı. Bunun için hücreler kontrol 

siRNA ve LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4 siRNA’lar ile transfekte edildi ve transfeksiyon 

sonrasında akım sitometriyle bazal seviyede otofaji indüklenme oranı ölçüldü. LC3, Beclin-1, 

ULK1, Atg4B siRNA ile transfekte edilen hücrelerde transfeksiyondan sonra, bazal seviyede 

otofaji indüklenme oranının  kontrol siRNA ile transfekte edilen hücrelere göre önemli oranda 



 
 

- 36 - 
 

baskılandığı bulundu (Şekil 24). 

 

                                      
Şekil 24. LC3, Beclin-, Atg4 ve ULK1 siRNA’larla transfekte edilen hücrelerde otofaji 
indüklenme oranı.LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4 siRNA’lar ile transfekte edilen MDA-MB-231 

hücrelerinde bazal seviyede otofaji indüklenme oranı önemli seviyede azaldı. 

 

Daha sonra, MDA-MB-231 hücreleri inkübasyonun 24. saatinde son konsantrasyonu 50 nM 

olacak şekilde kontrol siRNA ve LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4 siRNA’ lar ile transfekte edildi. 

Tranfeksiyonlarının 72. saatinde ortamdaki medyum uzaklaştırılarak serum içermeyen 

ortamda 4 saat inkübe edildi ve otofajinin tetiklenmesi sağlandı. İnkübasyon sonrasında, 

serum içermeyen ortamda aç bırakılan hücrelerde LC3 temelli otofaji kiti kullanılarak akım 

sitometride otofaji indüklenme   oranı analiz edildi. Analiz sonuçlarımıza göre, LC3, Beclin-1, 

ULK1, Atg4B siRNA ile transfekte edilen hücrelerde transfeksiyondan sonra, otofajik 

aktivitenin arttığı hücrelerde bile otofaji indüklenme oranının kontrol siRNA ile transfekte 

edilen hücrelere göre önemli oranda baskılandığı bulundu (Şekil 25). 
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Şekil 25. Otofajik aktivitenin arttığı hücrelerde LC3, Beclin-1, ULK1 ve Atg4B 
siRNA’larının otofaji indüklenme oranına etkisi. Açlıkla otofajinin tetiklendiği MDA-MB-

231 hücrelerinde LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4 siRNA’lar artmış otofajik aktiviteyi baskıladı. 

 

Bazal seviyede yani otofajik aktivitenin daha az olduğu hücrelerde LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4 

siRNA’lar aracılığıyla otofaji indüklenme oranın önemli seviyede azaldığı bulundu (Şekil 24, 

26). Ancak, kanser hücreleri normal hücrelerden farklı olarak, sürekli olarak çoğaldıkları için 

normal hücrelerden daha fazla besine ihtiyaç duyarlar ve özellikle de agresif ve hızlı büyüyen 

tümör hücreleri çok ciddi besin eksikliğine maruz kalırlar. Bu yüzden, çalışmamızda, MDA-

MB-231 hücrelerinde otofajik aktivite arttığı zaman kullanılan bu siRNA’ların  artmış otofajik 

aktiviteyi baskılayıp baskılamadığı test edildi. Aç bırakılan ve kontrol siRNA ile transfekte 
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edilen hücrelerde, normal şartlarda indüklenen ve kontrol siRNA ile transfekte edilen 

hücrelere göre otofajik aktivitenin arttığı bulundu (Şekil 26). Sonuçlarımız, LC3, Beclin-1, 

ULK1, Atg4 siRNA’ların aç kalan hücrelerde de artmış otofajik aktiviteyi  bastırdığını gösterdi 

(Şekil 25, 26) (Hamurcu vd.,2017, J Cancer Res Clin Oncology yayın aşamasında) 

Dolayısıyla, çalışma verilerimiz, otofajiyi baskılamak için seçtiğimiz LC3, Beclin-1, ULK1, 

Atg4 siRNA’larının  iki farklı ortamda da otofaji indüklenme oranını baskılamak için uygun 

siRNA’lar olduğunu gösterdi. 

Şekil 26. Hem bazal seviye de hem de otofajinin indüklendiği hücrelerde LC3, Beclin-1, 
ULK1, Atg4 siRNA’ların otofajik aktiviteye etkisi. Normal şartalarda indüklenen ve kontrol 

siRNA ile transfekte edilen hücrelere göre, aç bırakılan ve kontrol siRNA ile transfekte edilen 

hücrelerde  otofajik aktivite artar. LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4 siRNA’lar hem bazal seviyedeki 

hemde 4 saatlik açlık sonrası tetiklenen artmış otofajik otofajik aktiviteyi inhibe eder. 

 

6. LC3 ve Beclin-1 siRNA’lar’la transfekte edilen MDA-MB-231 hücrelerinde LC3 
proteinin sitoplazmik dağılımı azaldı. 
LC3 ve Beclin-1 siRNA ile transfekte edilen hücrelerde transfeksiyondan sonra otofajin en 

önemli belirteci olan LC3 proteinin sitoplazmik dağılımını araştırmak için immuno floresan 

boyama yapıldı. Sonuçlarımıza göre,  LC3 ve Beclin-siRNA ile transfekte edilen hücrelerde 

LC3 proteininin sitoplazmik dağılımının kontrol siRNA ile transfekte edilen hücrelere göre, 
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belirgin bir şekilde azaldığı bulundu (Şekil  27) (Hamurcu vd.,2017, J Cancer Res Clin 

Oncology yayın aşamasında) 

 
Şekil 27. LC3 ve Beclin-1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hücrelerinde 
stoplazmik LC3 proteininin dağılımı. Kontrol siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 

hücrelerine göre, LC3 ve Beclin-1 siRNA’lar ile transfekte edilen hücrelerde LC3’ün 

sitoplazmik dağılımı azaldı. 

 

Akridin oranj boyama, flov sitometri ve immünfloresan deneylerimizle , seçtiğimiz LC3, 

Beclin-1, ULK1, Atg4 siRNA’lar aracılığıyla MDA-MB-231 hücrelerinde otofajik aktivitenin 

baskılandığı bulundu. Bu sonuçlarımızdan sonra, çalışmamızın ikincil amacı olan kanser 

hücrelerinin kanserojenik özelliklerinde otofajinin rolünü araştırmak için bu siRNA’lar 

kullanılarak bir sonraki deneylerimiz yapıldı ve analiz sonuçlarımız aşağıda belirtildi. 

7. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA aracılı baskılanmış otofaji MDA-MB-231 
hücrelerinin proliferasyonunu ve klon oluşumunu baskıladı. 
MDA-MB-231 hücreleri inkübasyonun 24. saatinde LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA’lar 

ile tranfekete edilidi. Transfeksiyonun 72. saatinde hücrelerin bir kısmı 4 saat serum 

içermeyen ortam da aç bırakılarak inkübe edildi. İnkübasyondan sonra hem normal şartlarda 

inkübe edilen hem de aç bırakılan hücrelerde MTS (hücre canılığı/proliferasyonu gösteren 

analiz) analizi yapıldı. Analiz sonucunda normal şartlarda inkbe edilen hücrelerde;kontrol 

siRNA ile transfekte edilen hücrelere göre, LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA’larla 

transfekte edilen hücrelerde hücre canlılığınının/proliferasyonunun istatistiksel olarak önemli 

oranda azaldığı bulundu (Şekil 28). Aç bırakılan hücrelerde de kontrol siRNA ile transfekte 

edilen hücrelerle karşılaştırıldığında, LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA’ları ile transfekte 

edilen hücrelerde 4 saatlik açlık sonrasında hücre canlılığının belirgin bir şekilde azaldığı 

bulundu (Şekil 28). Ayrıca, kontrol siRNA ile transfekte edilen hücrelerde 4 saatlik açlık 
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sonrasında, Şekil 28’de görüldüğü gibi aç bırakılmayan kontrol siRNA ile transfekte edilen 

hücrelerle karşılaştırıldığında, hücre canlılık oranının arttığı bulundu. 

 
Şekil 28. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA ile tranfekte edilen MDA-MB-231 
hücrelerinde canlılık/proliferasyon oranı. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA’lar 

aracılığılyla hem bazal seviyedeki hemde indüklenmiş otafajinin baskılanması MDA-MB-231 

hücrelerinin proliferasyonunu/canlılığını inhibe etti. 

 

Çalışmamızın bir sonraki basamağında, otofajinin agresif meme kanser hücrelerinin klon 

oluşturmasında olası rolünü araştırmak için,  MDA-MB-231 hücreleri, inkübasyonlarının 48. 

saatinde LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA’lar ile tranfekte edilidi. Transfeksiyonun 12. 

gününde inkibasyon sonlandırıldı ve hücreler kristal viyole ile boyandı.Boyama sonrasında,  

LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4B siRNA’larla transfekte edilen hücrelerde, kontrol siRNA ile 

transfekte edilen hücrelere göre,  klon oluşumunun belirgin bir şekilde baskılandığı bulundu 

(Şekil 29).  
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Şekil 29. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA’lar ile transfekte edilen MDA-MB-231 
hücrelerinde klon oluşumu. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA’lar aracılığıla baskılanmış   

otofaji MDA-MB-231 hücrelerinde klon oluşumunu inhibe etti.  

 

Hem MTS hem de klonojenik assay sonuçlarımız, LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4B siRNA’lar 

aracılı baskılanmış otofajinin MDA-MB-231 hücrelerinin proliferasyonunu ve klon uluşumu 

baskılaması, otafajin bu hücrelerin proliferasyonunda, canlılığında ve klon oluşturmasında 

önemli bir fonksiyona sahip olduğunu gösterdi. 

8. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA aracılı baskılanmış otofaji MDA-MB-231 
hücrelerinde migrasyonu baskıladı. 
Yara oluşturma kanser hücrelerinin migrasyon oranını belirlemek için kullanılan bir tekniktir. 

Otofajinin MDA-MB-231 hücrelerinin migrasyonunda olası bir rolünü araştırmak için hücreler 

kontrol siRNA ile hem de LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4B siRNA’larla transfekte edildi ve bu 

siRNA’lar aracılığyla otofajinin baskılanması sağlandı. İşaret edilen siRNA’larla ve kontrol 
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siRNA ile transfekte edilen hücrelerde yara oluşturularak yaranın kapanma oranına 

(oluşturulan boşluğa doğru göç eden hücre sayısına göre ) göre migrasyon analizi yapıldı. 

Analiz sonucuna göre, LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4B siRNA’larla transfekte edilen hücrelerde, 

oluşturulan yaraya doğru göç eden hücre sayısının, kontrol siRNA ile transfekte edilen 

hücrelere göre önemli ölçüde azaldığı bulundu (Şekil 30).  
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Şekil 30. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA’lar ile transfekte edilen MDA-MB-231 
hücrelerinde migrasyon oranı. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA’lar aracılığıla 

baskılanmış otofaji MDA-MB-231 hücrelerinde migrasyonu baskıladı. 

 

Elde ettiğimiz veriler; LC3, Beclin-1, ULK1, Atg4B siRNA’lar aracılığıyla baskılanmış 

otofajinin, agresif meme kanser hücrelerinde migrasyon oranını önemli ölçüde baskıladığını 

gösterdi. Dolayısıyla, bu sonuç bize otofajinin agresif meme hücrelerinin migrasyonunda 

etkin bir role sahip olduğunu ortaya koydu (Hamurcu vd.,2017, J Cancer Res Clin Oncology 

yayın aşamasında). 

9. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA aracılı baskılanmış otofaji MDA-MB-231 
hücrelerinde invazyonu baskıladı. 
Çalışmamızda, LC3, Beclin-1, ULK1 ve Atg4 siRNA’lar aracılığıyla baskılanmış olan 

otofajinin meme kanser hücrelerinin invazyonunda bir role sahip olup olmadığı araştırmak 

amacıyla ; MDA-MB-231 hücreleri  kontrol siRNA ve LC3B, Beclin-1, Atg4B ve ULK1 siRNA 

ile transfekte edildi. Bu siRNA’larla 72 saatlik transfeksiyondan sonra matriks jel invazyon 

analizi yapıldı. Analiz sonuçlarımıza göre, invazyonun, kontrol siRNA ile transfekte edilen 

hücrelerle kıyaslandığında, LC3, Beclin-1, Atg4B ve ULK1 siRNA’larla transfekte edilen 

hücrelerde istatistiksel olarak önemli seviyede azaldığı bulundu (Şekil 31) Bu sonuç bize 

otofajinin agresif meme kanser hücrelerinin invazyonunda da önemli bir role sahip olduğunu 

gösterdi. 
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Şekil 31. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA’lar ile transfekte edilen MDA-MB-231 
hücrelerinde invazyon oranı. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA’lar aracılığıla 

baskılanmış otofaji MDA-MB-231 hücrelerinde invazyonu baskıladı. 

 

10. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA aracılı baskılanmış otofaji MDA-MB-231 
hücrelerinde apopitozu indükledi. 
Apopitoza karşı direnç gösterme, apopitozdan kaçma kanser hücrelerinin en önemli 

özelliklerinden biridir. Annexin-V analizi hücrelerdeki apopitoz oranını ölçmek için kullanılan 

bir yöntemdir. Çalışmamızda, otofajinin apopitozdaki rolünü öğrenmek amacıyla LC3, Beclin-
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1 ULK1, Atg4 siRNA ile transfekte edilen hücrelerde Annexin-V yöntemi ile akım sitometride 

apopitoz analizi yapıldı. Analiz sonucunda, kontrol siRNA ile transfekte edilen hücrelere göre, 

LC3, Beclin-1 ULK1, Atg4 siRNA ile transfekte edilen hücrelerde apopitoz oranının 

arttığı/apopitozun indüklendiği bulundu (Şekil 32). Dolayısıyla, verilerimizle otofajinin 

baskılanmasıyla birlikte apopitozun indüklendiği ortaya çıktı. Bu sonucumuz, meme kanser 

hücrelerinde otofajinin apopitozu baskılayarak kanser hücrelerinin apopitozdan kurtulmasına 

yol açtığını ve hücre canlılığına katkı sağladığını gösterdi (Hamurcu vd.,2017, J Cancer Res 

Clin Oncology yayın aşamasında). 

 
                                                                    

     
Şekil 32. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA’lar ile transfekte edilen MDA-MB-231 
hücrelerinde apopitoz indüklenme oranı. LC3, Beclin-1, ULK-1 ve Atg4 siRNA’lar 

aracılığıla baskılanmış otofaji MDA-MB-231 hücrelerinde apopitozu indükledi. 
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Ayrıca, LC3 ve Beclin-1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hücrelerinden proteinler 

izole edildi ve western blot analizi yapıldı. Analiz sonucunda, siRNA aracılı LC3 ve Beclin-1 

ekpresyonlarının inhibisyonunun DNA tamirinde görev alan PARP’ın ekspresyonunu 

baskıladığı bulundu (Şekil 32) (Hamurcu vd.,2017, J Cancer Res Clin Oncology yayın 

aşamasında). 

 
 
Şekil 33. LC3 ve Beclin-1 siRNA’lar ile transfekte edilen hücrelerde PARP proteinin 
ekspresyon seviyesi. MDA-MB-231 hücrelerinde siRNA aracılı LC3 ve Beclin-1’in  

inhibisyonu PARP’ın ekspresyonunu baskıladı. Beta aktin yükleme kontrolü olarak kullanıldı. 

 

11. LC3, Beclin-1, Atg4B ve ULK1’siRNA  aracılı hücre döngüsü, hücre migrasyonu 
ve invazyonunda görev alan medyatörlerin  ekpresyonları baskılandı. 
LC3, Beclin-1 ULK1, Atg4 siRNA ile transfekte edilen hücrelerden proteinler izole edildi ve 

western blot analizi yapıldı. LC3 ve Beclin-1 siRNA ile transfekte edilen hücrelerde, siRNA 

aracılı LC3 ve Beclin-1  inhibiyonunun, bu hücrelerde cylin-D1 (hücre döngüsünde görev 

alır), Integrin-β1, pSrc (her ikiside hücre çoğalması, migrasyonu ve invazyonunda görev alan 

medyatörlerdir), uPAR ve  uPA (hücre proliferasyonu, adezyonu ve invazyonunda görev alır) 

ekpresyonlarını baskıladığı bulundu (Şekil 33 A, B) (Hamurcu vd.,2017, J Cancer Res Clin 

Oncology yayın aşamasında). Atg4 ve ULK1 siRNA ile transfekte edilen hücrelerde, siRNA 

aracılı Atg4 ve ULK1  inhibiyonunun, bu hücrelerde cylin-D1, Integrin-β1, pSrc 

ekpresyonlarını baskıladığı bulundu (Şekil 33 C, D). 
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Şekil 34. LC3 ve Beclin-1, Atg4 ve ULK1 siRNA’larının hücrelerin hücre döngüsü, 
migrayonu, ivazyonu ve adezyonunda görevli olan proteinlerin ekspresyonlarına 
etkisi.LC3 ve Beclin-1 siRNA, Atg4 ve ULK1 siRNA ile transfekte edilen hücrelerde, hücre 

döngüsü, migrayonu, ivazyonu ve adezyonunda görev alan medyatörlerin ekspresyonları 

baskılandı. Beta aktin yükleme kontrolü olarak kullanıldı.  

 

IV.IV. Açlık şartlarında normal epitelyal (MCF10A) hücreleri ve agresif meme kanser 
hücreleri (MDA-MB-231) farklı tepki gösterirler. 

1. MCF10A ve MDA-MB-231 hücrelerinde açlık şartlarında otofaji indüklenir. 
MF10A ve MDA-MB-231 hücreleri normal şartlarda (serum içeren besiyerinde) kültüre edildi. 

Hücreler belli bir yoğunluğa gelince kültür sonlandırılmadan farklı zaman aralıklarında serum 

içermeyen ortamda inkübe edilerek aç bırakıldı. Zaman aralıkları dolunca hücreler akridin 

oranj ile boyandı ve asidik veaziküller oluşumlar tespit edildi.  Boyama sonuçlarımıza göre, 

hem MDA-MB-231 hücrelerinde hemde MCF10A hücrelerinde açlığın 0. ve  2. saatine göre, 

4. saatinde otofajik veziküllerin sayısında belirgin bir artış hatta bu artışın MDA-MB-231 

hücrelerinde daha fazla olduğu tespit edildi (Şekil 35). 8. Saatte MDA-MB-231 hücrelerinde 

asidik veziküler oluşumların azaldığı bulunurken MCF10A hücrelerinde deformasyonlar 
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gözlendi (Şekill 35). 

 
Şekil 35. Farklı zaman aralıklarında aç kalan MDA-MB-231 ve MCF10A hücrelerinde 
otofajik veziküler oluşumlar. Farklı zaman aralıklarında serum içermeyen ortamda aç 

bırakılan MDA-MB-231 ve MCF10A hücrelerinde zaman aralığına bağlı olarak otofajik vezikül 

oluşum arttı. Her iki hücre hattında da 4 saatlik açlık sonrası otofajik veziküllerin sayısı 

yüksek  bulundu. 

 

Ayrıca, çalışmamızda akridin oranj bulgularımızı doğrulamak amacıyla farklı bir yöntem olan 

flov sitometri ile otofaji indüklenme oranı LC3-temelli otofaji kiti kullanılarak analiz edildi. 

Analiz sonuçlarımıza göre, 4 saatlik açlık sonrasında hem MDA-MB-231 hem de MCF10A 

hücrelerinde 0. saate göre otofajide önemli bir artış olduğu (Şekil 36)  hatta bu artışın MDA-

MB-231 hücrelerinde MCF10A hücrelerine göre oldukça belirgin ve önemli bir seviyede 

olduğu (Şekil 36) ve bu sonuçlarımızın akridin oranj boyama sonucu elde ettiğimiz verilerimizi 

desteklediği bulundu.  



 
 

- 49 - 
 

 

 
Şekil 36. Aç bırakılan MDA-MB-231 ve MCF10A hücrelerinde otofaji indüklenme oranı. 
 Her iki hücre hattında da 4 saatlik açlık sonrası orofaji indüklenme oranının o. saate göre 

önemli seviyede erttığı bulundu. 

 

2. Açlık şartlarında MCF10A hücrelerinde canlılık/proliferasyon azalırken, MDA-
MB-231 hücrelerinde canlılık/proliferasyon artar. 
MF10A ve MDA-MB-231 hücreleri normal şartlarda (serum içeren besiyerinde) kültüre edildi. 

Hücreler belli bir yoğunuluğa gelince, hücrelerin bir kısmı kültür sonlandırmadan 4 saat  

serum içermeyen ortamda inkübe edilerek aç kalmaları sağlandı.Daha sonra MTS analizi 

yapılarak hücrelerdeki canlılık/proliferasyon oranı ölçüldü. Aç bırakılmayan (0. saat) MDA-

MB-231 hücrelerine göre, serum içermeyen ortamda 4 saat inkübe edilerek aç bırakılan 

MDA-MB-231 hücrelerinde açlık sonrası hücre canlılığının önemli seviyede arttığı bulundu 

(Şekil 37). Tersine, aç bırakılmayan (0. saat) MCF10 hücrelerine göre, 4 saat serum 

içermeyen ortamda aç kalan MCF10A hücrelerinde, açlık sonrası hücre canlılığında önemli 

seviyede azalma bulundu (Şekil 37). 
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Şekil 37. Açlığın MDA-MB-231 ve MCF10A hücrelerinde açlığın, hücre canlılığına etkisi. 
MTS analiz sonuçlarımıza göre, açlık MDA-MB-231 hücrelerinde hücre canlılığını 0. saate 

göre artırıken,  MCF10 hücrelerinde 0. saate göre hücre canlılığıını/prolifersyonunu 

baskıladı. 

 

3. Açlık şartlarında MCF10A hücrelerinde apoiptoz indüklenirken, MDA-MB-231 
hücrelerinde apopitoz baskılanır 
MF10A ve MDA-MB-231 hücreleri normal şartlarda (serum içeren besiyerinde) kültüre edildi. 

Hücreler belli bir yoğunluğa gelince, hücrelerin bir kısmı kültür sonlandırmadan 4 saat  serum 

içermeyen ortamda inkübe edilerek aç kalmaları sağlandı.Daha sonra Annexin-V analizi 

yapılarak hücrelerdeki apopitoz oranı ölçüldü. MDA-MB-231 hücrelerinde 4 saatlik açlık 

sonrasında, aç bırakılmayan MDA-MB-231 hücrelerine göre apopitozun önemli seviyede 

baskılandığı bulundu (Şekil 38). Oysa, MCF10A hücrelerinde 4 saatlik açlık sonrası 

apopitozun önemli oranda uyarıldığı bulundu (Şekil 38). 
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Şekil 38. Açlığın MDA-MB-231 ve MCF10A hücrelerinde açlığın, apopitotik hücre 
ölümüne etkisi. Açlık MDA-MB-231 hücrelerinde apopitozu baskılarken, MCF10 

hücrelerinde apopitozu uyardı. 

 

Tüm bu verilerimiz artmış otofajik aktivitenin normal epitel hücrelerinde hücre ölüm 

mekanizması, agresif meme kanser hücrelerinde sağ kalım mekanizması olarak davrandığını 

işaret etti. 
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V.TARTIŞMA 
FOXM1, solid tümörlerde, aşırı eksprese edilen onkogenlerden biri olarak tanımlanır. Yapılan 

birçok çalışmada FOXM1’in kanserin başlamasında değil, aynı zamanda proliferasyon, 

invazyon, migrasyon, anjiogenezis ve metastaz da dahil olmak üzere tümorogenezisin birçok 

basamağında rol aldığı gösterilmiştir (Hamurcu  vd., 2016; Wang vd., 2014; Gomes vd., 

2013; Nandi vd., 2017; Wang vd, 2017). FOXM1 özellikle hücre döngüsünde görev alan 

proteinlerin ekspresyonlarının düzenlenmesinden sorumlu transkripsiyon faktör olark 

gösterilmiştir (Leung vd., 2001; Wang  vd., 2005) Bu bulgulara ilaveten, bizim daha önceki 

yaptığımız çalışmalarda, FOXM1’in eEF2K (uzama faktörü-2 (eEF2)’yi fosforilleyip 

translasyonu negatif yönde düzenleyen bir protein kinazdır) ve Integin β1’in promotor 

bölgelerine bağlandığını, onların transkripsiyonı düzenlediği gösterildi (Hamurcu vd.,2016 ; 

Hamurcu vd., 2017). Bununla birlikte, onkojenik transkripsiyon faktör FOXM1'in kanser 

hücrelerinde moleküler hedefleri hala  belirlenmeye devam etmektedir.  

Ökaryotlarda protein sentezinde görev alan eEF2K translasyonu negatif yönde düzenleyen 

bir proteindir. eEF2K substratı olan uzama faktörü-2 (eEF2)’yi fosforiller. Fosforillenen 

eEF2’nin ribozoma bağlanma afinitesi azalır ve translasyon durur (Liu vd 2012; Tavares vd 

2012). eEFK meme kanser hücrelerinde ekspresyonu yüksek olan onkogenik bir proteindir. 

Çünkü kanser hücreleri hızlı bir şekilde çoğaldıkları için normal hücrelerden çok daha fazla 

enerjiye ve besine ihtiyaç duyarlar. Protein sentezi enerji gerektiren bir olay olduğu için 

kanser hücreleri eF2K’nın ekpresyonunu artırarak protein sentezinin baskılanmsını 

sağlar.Translasyonun (protein sentezi) durması açlığa yol açar, sonuç olarak açlıkta otofajiyi 

tetikler. Dolayısıyla, eEF2K sinyal yolağı otofajiyi uyarır ve bundan dolayı da eEF2K otofajinin 

pozitif düzenleyicisi olarak kabul edilir (Leprivier vd.,,2013; Cheng vd., 2011). Daha önceki 

yaptığımız çalışmada FOXM1 proteinin eEF2K geninin promotör bölgesine bağlanarak 

meme kanser hücre hatlarında EF2K’nın ekspresyonunu düzenlediği bulundu (Hamurcu vd., 

2016). Önceki bulgumuzdan yola çıkarak sunulan çalışmada, FOXM1’in otofajide de bir 

rolünün olabileceği öngörüldü ve sunulan çalışmada FOXM1’in otofajide rolü araştırıldı.  

Otofaji genleri strese karşı cevap olarak aktifleşmektedir. Örneğin, açlık şartlarında, 

mayalarda ve memeli hücrelerinde otafagozom belirteci olan LC3 geninin transkripsiyonun 

arttığı gösterilmiştir, fakat transkripsiyonunu düzenleyen mekanizma tam olarak 

bilinmemektedir. FOX protein ailesinden olan FOXO, Drosophila larvasında otofajiyi uyarmak 

için yeterli ve gerekli ilk transkripsiyon faktörü olarak gösterilmiştir. Memeli hücreleri için 

FOX’a bağlı transkripsiyon mekanizmasının keşfi fare kas hücrelerinde protein yıkım 

çalışmaları sırasında ortaya çıkmış ve fare iskelet kas hücrelerinde aktif FOXO3’ün 

otofagozom oluşumunu uyardığı gösterilmiştir. Ancak, otofaji genlerinin ekspresyonunu 

düzenleyen transkripsiyonel mekanizma henüz tanımlanamamıştır (He ve Klionsky, 2009; Liu 
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ve Lehman, 2008). Bu yüzden sunulan çalışmada, FOXM1’in lc3 ve Beclin-1 genlerinin 

transkripsiyonel düzenlenmesinde bir rolünün olup olmadığı araştırıldı. Çalışmamızda, 

onkojenik transkripsiyon faktörü FOXM1'in, agresif meme kanser hücrelerinde LC3 ve Beclin-

1 genlerinin promotor bölgelerine bağlandığı ve onların transkripsiyonel aktivitesinde önemli 

bir rol oynadığı literatürde ilk kez gösterildi. 

Otofaji, evrimsel olarak korunmuş bir lizozomal yıkım yoludur ve hücrelerin metabolik stres 

şartlarında adaptasyonunu sağlar. Bunun yanısıra, indüklenmiş aşırı otofaji, otofajik hücre 

ölümüne yol açabilir ve bu da tip II programlı hücre ölümü olarak bilinir (Ge vd 2014; Fulda 

vd., 2017; Ozpolat ve  Benbrook ; 2015; Mizushima, 2017). Otofajinin hücrelerde çift yönlü 

etki göstermesinden dolayı, çeşitli kanser türlerinde yapılan çalışmalarda, otofajinin işlevinin 

hala tartışmalı olduğu rapor edilmektedir. Benzer şekilde meme kanser hücrelerinde de, 

otofaji tümör büyümesini baskılıyor 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 yoğun bir tartışma konusudur (Zhou vd., 2016; Ozpolat ve  Benbrook 

2015; Mizushima, 2017). Sunulan çalışmada, a gresif meme kanser hücrelerinde LC3, 

Beclin-1, Atg4 ve ULK1 siRNA2ları aracılı otofaji baskılandığında, hücrelerin 

canlılık/proliferasyonlarının, koloni olşumunun, invazyonun ve migrasyonun baskılandığı, 

ilaveten de apopitozun indüklendiği bulundu (Hamurcu vd 2017, yayın aşamasında). Bu 

sonuçlarımız, otofajinin agresif meme kanser hücrelerinde tümörün başlangıç ve ilerleyen 

aşamalrında rol oynadığını, tumoron başlaması ve ilerlemesine katkıda bulunduğunu 

gösterdi. Bu verilerimizle otofajinin meme kanser hücrelrindeki çelişkili durumuna bir açıklık 

getirdiğini ve etkin bir tedavi için otofajinin baskılanması gerektiğini düşünmekteyiz. 

Çalışmamızda, LC3, Beclin-1, Atg4 ve ULK1'in baskılanmasının meme kanseri hücrelerinde 

SRC'nin aktivitesini (fosforilasyonunu) azalttığını, Integrin-β1 ve Siklin-D1'in ekspresyonunu 

inhibe ettiği bulundu (Şekil 33). Integrin-β1, meme kanseri başlaması ve ilerlemesinin kritik 

medayatörü olarak gösterilmiştir (Hou vd., 2016). Ligand bağlanması ile aktive olan 

integrinler,  çok sayıda adaptör proteinleri ve SRC gibi reseptör olmayan protein kinazı aktive 

eder. Özellikle SRC meme kanseri hücrelerinin hücre göçü/ invazyonunda en önemli 

medyatörü olup, İntegrin aracılı hücre adezyonu, siklinlerin ekspresyonunu ve aktivitelerini 

düzenleyerek hücre döngüsü/çoğalmasını kontrol etmektedir (Huang vd, 2015; Nagaharu, vd 

2010). Siklin-D1, G1 fazında anahtar rol oynamaktadır, G1/ S geçişi ve Integrin aracılı sinyal 

yollarının fonksiyonel bir hedefi olarak gösterilmiştir (Shroff vd, 2012). Ayrıca, integrine bağlı 

sinyalizasyon, uPAR aracılı aktiviteyi düzenler (Kjoller L ve Hall A, 2001;  Smith vd, 2008). 

uPAR, otofaji ile düzenlenen ve hücre dışı proteolize, hücre göçüne, adezyona ve 

hareketliliğe aracılık eden uPA (serin proteaz)'ya sıkıca bağlanan bir hücresel yüzey 

reseptörüdür (Liu vd, 2002). Sonuçlarımız, otofajide görev alan, LC3, Beclin-1, Atg4 ve 
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ULK1'in siRNA aracılı baskılanması, Integrin β1 ve SRC sinyal yolakları dahil olmak üzere 

onların aşağı doğru hedeflerini de bastırdığını gösterdi. Bu bulgularımıza dayanarak, LC3, 

Beclin-1, Atg4 ve ULK1 genleri, hücre proliferasyonunu, hayatta kalmayı, göçü ve invazyonu 

arttıran mediyatörlerin düzenlenmesine ve ekspresyonuna katkıda bulunduğunu 

söyleyebiliriz. 

Ayrıca, çalışmamızda, LC3, Beclin-1, Atg4 ve ULK1’in siRNA aracılı baskılanmasının 

apoptotik hücre ölümünün indüklendiği ve MDA-MB-231 hücrelerinin hücre canlılığının 

önemli ölçüde azaldığı bulundu. Bu bulgumuza ek olarak, LC3 ve Beclin'in baskılanmasının, 

DNA onarımında rol oynayan PARP (Ali R 2016; Aleskandarany vd 2015) proteininin 

ekspresyonunun azalmasına yol açtığı gösterildi (Hamurcu vd, 2017 yayın aşamasında). Bu 

sonuçlarımıza ilaveten açlıkla tetiklenen otofajinin agesif meme kanser hücrelerinde hücre 

canlılığını artırması, apopitozu baskılaması, normal epitel hücrelerinde ise hücre canlığını 

azaltıp apopitozu indüklemesi; otofajik sürecin meme kanser hücrelerinde hücre sağkalımı 

için gerekli olduğunu gösterdi. 

Sonuç olarak bulgularımızın tamamı, otofajinin agresif meme kanser hücrelerinde hücre 

sağkalımı, proliferasyon, invazyon, göç ve apoptoza direnç gibi birden fazla mekanizmayla 

önemli biyolojik süreçleri desteklediğini ve inhibisyonunun bu mekanizmaları önemli ölçüde 

baskıladığını ve otofajinin agresif meme kanserlerinin progresyonunda kritik bir mekanizma 

olabileceğini göstermektedir (Hamurcu vd., 2017, J Cancer Res Clin Oncology yayın 

aşamasında). 

Agresif meme kanser hücrelerinin biyolojisi ve genetik yönlerinin anlaşılmasında önemli 

ilerlemeler kaydedilmesine rağmen, hala iyi bir şekilde belirlenmiş moleküler hedefli terapiler 

yoktur. Bu nedenle, daha iyi moleküler terapötik stratejiler geliştirmek için bu kompleks meme 

kanserlerinin biyolojisinin daha iyi anlaşılması gerekli olduğu kanaatindeyiz. Çalışma 

sonuçlarımızın otofajinin meme kanserlerinde oynadığı rol ile ilgili çelişkili sonuçlara bir 

açıklık getirdiğini, agresif meme kanser hücrelerinin başlaması ve ilerlemesinde kritik bir rol 

üstlendiğini, otofajinin agresif meme kanser tedavisi için potansiyel moleküler terapötik bir 

hedef olarak değerlendirilmesi gerektiğini ve otofajinin çeşitli basamaklarında fonksiyon 

yapan genleri (LC3, Beclin-1, Atg4 ve ULK1) hedef alan siRNA’ların teröpatik bir ajan olarak 

değerlendirilmesi gerektiğini düşünmekteyiz. Bununla birlikte, onkojenik transkripsiyon 

faktörü FOXM1 üçlü reseptör negatif meme kanser hücrelerinin tümörigenezinin ve 

ilerlemesinin önemli bir medyatörü olan Integrin β1 / FAK (Hamurcu vd, 2017) ve ökaryotik 

uzama faktörü 2 kinazın (eEF2K) (Hamurcu vd., 2016 Z) ve LC3/Beclin-1 düzenlenmesi de 

dahil olmak üzere birçok sinyal yolağın aktive edilmesinde rol almaktadır. Bu nedenle, 

FOXM1’i hedeflemenin çok yönlü antitümör etkiler göstereceği ve üçlü reseptör negatif 

meme kanser hücreleri üzerinde daha fazla terapötik etkiye yol açabilecegi kanısındayız. 
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