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OZET

Necmettin Erbakan Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyoloji Anabilim Dalin1
T1bbi Biyoloji
Yiiksek Lisans Tezi

OTOFAJI - ER STRES ETKILESIMININ MEME KANSERIi HUCRELERININ
PROLIFERASYONU VE METASTAZI UZERINDEKI ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Sona EMINOVA

Konya-2024

En sik goriilen kanser tiplerinden biri olan meme kanserinin goriilme siklig1 her yil diinya ¢apinda artis
gostermektedir. Meme kanserinde kemoterapi/radyoterapi gibi geleneksel tedavi protokollerine direng gelismesi
nedeniyle tedavi segenekleri kisitli kalmektadir. Ilag direngi otofoji gibi faktorle de iliskilendirilen bir siirectir.
Otofaji, hasarli molekiillerin, yanlis katlanmis proteinlerin, subselliiler bilesenlerin (proteinler, niikleik asitler,
lipidler) ve hasarli organellerin pargalanmasi ve ortadan kaldirilmasi igin gerekli olan fizyolojik bir hiicresel
stirectir. Otofajinin kanserdeki rolii karmasiktir. Otofaji tiimor tipine veya igerigine bagli olarak degisiklik
gosterebilir.ER stresin indiikledigi otofajinin hiicre iizerindeki etkileri farklidir. Artmis ER stres tarafindan
indiiklenen otofaji aktivasyonu hiicre 6liimiinii de tesvik edebilir.

Bu ¢alismada ER stres ve otofojinin karsilikli etkilesimlerinin meme kanseri hiicrelerinin proliferatif ve
metastatik davraniglart tlizerindeki etkilerininin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amagla MCF7 hiicre
hattinda ULK-101 ve tunikamisinin kombinasyonunun sitotoksik etkisi WST-8/CCKS testi ile bakilmistir.
Bunun yani sira otofajik aktivite LC3-II Kantitasyon ELISA kiti ile analiz edilmistir. Sitotoksisite sonuglari
dikkate alinarak, sonraki analizlerde hiicreler 24 saat siiresince 1 pM tunikamisin ile 6n isleme tabi tutulmus,
ardindan tunikamisin varliginda 3 saat siiresince 47 pM ULK-101 ile muamele edilmistir. Daha sonra deney
gruplarinda RNA izolasyonu, cDNA sentezi yapilmis ve apoptoz, ER stresi ve otofaji ile iligkili genlerin
ekspresyon seviyeleri QRT-PZR ile analiz edilmistir. Bunun yani sira otofajik aktivite LC3-II Kantitasyon
ELISA kiti ile analiz edilmistir. ULK-101’in ve tunikamisinin meme kanseri hiicrelerinin koloni olusturma
yetenekleri tizerine etkisi, koloni formasyon analizi ile degerlendirilmistir. Daha sonra GRP78/BiP ELISA kiti
kullanilarak tunikamisinin ER stresi iizerine etkisi aragtirilmigtir. ULK-101, meme kanseri hiicrelerinin koloni
olusturma yetenegini 6nemli 6l¢lide azaltmistir. Bu ¢aligmanin sonuglarina gore, tunikamisin ve ULK-101’in
hiicre canliligimin %50sini inhibe ettigi dozlarla kombine kullanimlar1t MCF7 hiicrelerinde additif etkiye neden
olmaktadir. Tiim sonuglar bir arada degerlendirildiginde, ULK-10’in meme kanseri hiicrelerinde otofajiyi
baskilayarak, ER stresi ile apoptozu arttirarak antikanser etkiye neden oldugu diistiniilmektedir

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, Endoplazmik retikulum stresi, otofaji.
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ABSTRACT

Necmettin Erbakan University, Graduate School of Health Sciences
Department of Medical Biology
Medical Biology Master Thesis\

"INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF AUTOPHAGY-ER S\TRESS
INTERACTION ON THE PROLIFERATION AND METASTASIS OF
BREASTCANCER CELLS

Sona EMINOVA

Konya-2024

Breast cancer, one of the most common types of cancer, is increasing globally each year. The resistance of breast
cancer to clinically used treatments such as chemotherapy and radiotherapy indicates that treatment options are
limited. Drug resistance is a process also associated with factors such as autophagy. Autophagy is a
physiological cellular process required for the degradation and removal of damaged molecules, misfolded
proteins, subcellular components (proteins, nucleic acids, lipids), and damaged organelles. The role of autophagy
in cancer is complex and can vary depending on the type or content of the tumor. The effects of ER stress-
induced autophagy on cells can differ. Increased ER stress-induced autophagy activation may also promote cell
death.

In this study, the cytotoxic effects of the combination of ULK-101 and tunicamycin in the MCF7 cell line were
assessed using the WST-8/CCKS assay. Additionally, autophagic activity was analyzed using the LC3-II
Quantitation ELISA kit. Based on the cytotoxicity results, cells were pre-treated with 1 pM tunicamycin for 24
hours, followed by treatment with 47 uM ULK-101 for 3 hours in the presence of tunicamycin. Subsequently,
RNA isolation and cDNA synthesis were performed, and the expression levels of genes associated with
apoptosis, ER stress, and autophagy were analyzed using qRT-PCR. Furthermore, autophagic activity was also
analyzed using the LC3-II Quantitation ELISA kit. The effect of ULK-101 and tunicamycin on the colony-
forming ability of breast cancer cells was evaluated using colony formation analysis. The effect of tunicamycin
on ER stress was then investigated using the GRP78/BiP ELISA kit. According to the results of this study, the
combined use of tunicamycin and ULK-101 at doses that inhibit 50% of cell viability results in an additive effect
in MCF7 cells. When considering all the results together, it is believed that ULK-101 exerts an anticancer effect
by suppressing autophagy in breast cancer cells and increasing apoptosis through ER stress.

Keywords:Breast cancer, Endoplasmic reticulum stress, Autophgy.
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1.GIRIS VE AMAC

Meme kanseri, meme dokusundan kaynaklanan kanserleri ifade eder; cogunlukla siit
kanallarinin i¢ yiizeyinden veya kanallara siit saglayan lobiillerden kaynaklanir. Diinya
capinda meme kanseri, kadinlarda goriilen tiim kanser vakalarinin %10,4'tinii olusturur ve bu
da onu ikinci en yaygin cilt dis1 kanser tiirli (akciger kanserinden sonra) yapar (Sharma ve ark
., 2010). Cogu meme kanseri iyi huylu ve cerrahi olarak tedavi edilebilir olsa da, dortte biri
latent ve sinsi bir karaktere sahiptir, yavas biiylir ancak erken metastaz yapar. Meme kanseri
metastazi, meme kanserinden kaynaklanan dliimlerin ¢ogunlugunu olusturur. Meme kanseri
metastazinin en erken evrede tespiti, meme kanseri ilerlemesinin yonetimi ve tahmini igin
onemlidir (Park ve ark., 2022). Meme kanserinin erken teshisi, bu hastaligi 6nlemenin en iyi
yaklagimlarindan biridir. Baz1 gelismis iilkelerde, erken Onleme sayesinde meme kanseri
hastalarinin 5 yillik goreceli sag kalim oran1 %80'in iizerindedir (Sun ve ark., 2017). Kanser
hiicrelerinde otofajinin asir1 uyarilmasi, yiiksek apoptotik esiklere sahip direngli kanser
hiicrelerini tedavi etmek icin bir terapotik strateji de saglayabilir. Kanser hiicreleri, hizl
cogalmalar1 ve degisen glikolitik metabolizmalar1 nedeniyle normal hiicrelere gore daha
yiiksek metabolik talepler ve stresler yasarlar ve bu nedenle hayatta kalmak i¢in otofajiye
daha fazla bagimli olabilirler (Yun ve ark., 2018). Kanser hiicrelerinde metabolizma ve otofaji
stirekli bir dongii i¢inde i¢ ige gegmistir, ¢linkii degisen metabolik yollar otofajiyi uyarir ve bu
da metabolizmasini destekleyerek tiimor hiicresi biiylimesini ve ¢ogalmasini tesvik eder
(Anderson ve ark., 2019). Otofaji, katlanmamig/yanlis katlanmis proteinleri bertaraf ederek
ER stresi azaltabilir. Bununla birlikte, siddeti artmis ER stres tarafindan indiiklenen fazla
otofaji aktivasyonu hiicre 6liimiinii de neden olabilir. Sonug olarak, ER stresinin neden oldugu
otofajinin hiicre {lizerindeki etkileri farklililik gdstermektedir: ER stresinin siddetine bagh

olarak hayatta kalmay1 da saglayabilir, hiicreyi 6liime de gotiirebilir (Song ve ark., 2017).

Bu tez projesinde meme kanseri hiicrelerinde ULK-101 ve tunikamisin
uygulamasinin, otofaji ve endoplazmik retikulum stresi {izerine roliiniin. belirlenmesi ve ER
stres ile otofojinin karsilikli etkilesimlerinin meme kanseri hiicrelerinin proliferatif ve
metastatik davraniglan tizerindeki etkilerininin degerlendirilmesi amaglanmistir. Tunikamisin
uygulamasinin endoplazmik retikulum stresi ile iliskisi florometrik/kolorimetrik tabanli kit
kullanilarak  degerlendirilmistir. ULK-101 ve tunikamisinin meme kanseri hiicre
proliferasyonu lizerine etkisi sitotoksisite ve koloni formasyon analizleri ile belirlenmistir.
Ayrica bu mekanizmalarda gorevli dnemli genlerin ekspresyon seviyeleri ger¢ek zamanl

polimeraz zincir reaksiyonu (qQRT-PZR) ile arastirilmistir. ULK-101’in  ve LYN-1604"Un
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kombine uygulamasinin otofaji lizerindeki etkisi, LC3-II otofajik aktivite testi kullanilarak

degerlendirmistir.



2.GENEL BIiLGIiLER
2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri kadinlarda en sik teshis edilen kanser olup, kadinlarda kansere bagli 6liim
nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Metastazlar siklikla akciger, cilt, kemik,

yumusak doku, karaciger, siirrenal bezler ve beyine olmaktadir (Libson ve ark., 2014).

Meme, glandiiler dokular ve stromal (destek) dokular olmak iizere iki ana doku tiirtinden
olusur. Glandiiler dokular siit iireten bezleri (lobiiller) ve kanallar (siit kanallar1)
barindirirken, stromal dokular memenin yagh ve lifli bag dokularini igerir. Memenin farkl
bolgelerinde gelisebilecek ¢esitli tiimor tiirleri vardir. Cogu tlimoér memedeki iyi huylu
(kanserli olmayan) degisikliklerin sonucudur. Ornegin fibrokistik degisiklik kadinlarda
kistlerin (birikmis s1v1 paketleri), fibroziin (yara benzeri bag dokusunun), hassasiyet veya
gbgls agrisi alanlarinin olustugu, kanserli olmayan bir durumdur. Meme kanserlerinin
bir¢cogu kanallar1 kaplayan hiicrelerde (duktal kanserler), bazilari lobiilleri kaplayan
hiicrelerde (lobiiler kanserler) ve kiigiik bir kismi ise diger dokularda baglar. Meme kanseri

invaziv ve noninvaziv olarak 2’ye ayrilmaktadir (Sharma ve ark., 2010).
2.1.1. Infiltre lobiiler karsinom (ILC)

ILC aym1 zamanda invaziv lobiiler karsinom olarak da bilinir. ILC memenin siit
bezlerinde (lobiillerde) baslar, ancak siklikla viicudun diger bolgelerine metastaz yapar.Meme

kanserlerinin %10 ila %15'ini ILC olusturur.
2.1.2. infiltre dujtal karsinom (IDC)

IDC invaziv duktal karsinom olarak bilinmektedir. IDC memenin siit kanallarinda
baslar ve kanalin duvarina niifuz ederek memenin yag dokusunu ve muhtemelen viicudun
diger bolgelerini istila eder. IDC, meme kanseri tanilarinin %80'ini olusturan en yaygin meme
kanseri tiiriidiir. Noninvaziv kanserler yani yayilma gostermeyen kanserler (in situ) 2 gruba
ayrilmaktadir. Bunlar duktal karsinoma in situ ve lobiiller karsinoma in situ olarak

isimlendirilmektedir (Sharma ve ark., 2010).

2.1.3. Duktal karsinoma in situ



Meme kanserinin invaziv olmayan bir formu olan duktal karsinoma in situ (DCIS) insidans1
son yillarda belirgin bir sekilde artmistir ve DCIS artik mamografi ile teshis edilen meme
kanserlerinin yaklasik %20'sini olusturmaktadir. Invaziv olmayan meme kanserinin en yaygin
tiiri olan DCIS, memenin kanallariyla sinirlidir. DCIS 1iy1 huylu bir hastalik olmasina ragmen,
DCIS'li kadinlarin invaziv hastalik gelistirme egilimi yiiksektir ve bu nedenle DCIS tedavisi
sonucta invaziv kanserin dnlenmesine yonelik bir tedavidir (Leonard ve ark., 2004). DCIS
goriilme siklig1 50 yas alt1 kadinlarda artmaya devam etmektedir. Mamografi ¢ektirmis
olmak, DCIS tanmisiyla iligkili en giiglii ve en yaygin risk faktorlerinden biridir. DCIS i¢in
diger risk faktorleri artan yas, ailede meme kanseri dykiisii, yilkksek mamografik meme
yogunlugu ve menopoz sonrasi hormon tedavisi dahil olmak {izere invaziv kansere

benzemektedir (Kerlikowske ve ark., 2010).
2.1.4. Lobuler karsinoma in situ

Lobuler korsinoma in situ (LCIS) ilk kez 1941'de Foote ve Stewart tarafindan
tanimlanmis ve buna "nadir bir meme karsinomu tiirii" ad1 verilmistir. LCIS, memenin siit
bezlerindeki (lobiiller) hiicre sayisinda keskin bir artistir. Mamografinin yayginlagmasiyla
birlikte son yillarda daha sik saptanir hale gelen LCIS artik tiim meme biyopsi drneklerinin
yaklasik %1'inde ve tiim meme malignitelerinin %5'inde goriilmektedir. Her ne kadar LCIS
daha sonraki invaziv meme karsinomu riskini 12 kat artirsa da, dogal ge¢misi bunun gergek
bir premalign lezyondan ziyade bir risk belirteci oldugunu gostermektedir (Wen ve ark.,

2017).
2.2. Risk Faktorleri ve Etyolojisi

Yas, aile oykiisii, tireme faktorleri ve yasam tarzi gosterilen meme kanserinin piramit

semasinda 4 6nemli risk faktoriidiir.
2.2.1. Aile dyKkiisii

Tiim meme kanseri vakalarinin neredeyse dortte biri aile 6ykiisiiyle iliskilidir. Annesi
veya kiz kardesi meme kanseri olan kadinlar bu hastalia yatkindir. Ingiltere'de 113.000'den
fazla kadin lizerinde yapilan bir kohort ¢alismasi, birinci derece akrabalarindan birinde meme
kanseri olan kadinlarin bu hastaliga yakalanma riskinin, herhangi bir akrabasi olmayan
kadinlara gore 1,75 kat daha yiiksek oldugunu gosterdi. Ayrica iki veya daha fazla birinci

derece akrabasinda meme kanseri olan kadinlarda risk 2,5 kat veya daha fazla olmaktadir.
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Meme kanserine kalitsal yatkinlik kismen BRCAI ve BRCA2 gibi meme kanseriyle iliskili

genlerin mutasyonlarina baglanmaktadir (Sun ve ark., 2017).
2.2.2. Ureme faktorleri

Erken menars, ge¢c menopoz, ilk gebelik yasinin ge¢ olmasi ve dogum sayisinin diigiik
olmasi ve ya hi¢ dogum yapmama gibi iireme faktorleri meme kanseri riskini
artirabilmektedir. Ureme faktérleri ile meme kanseri arasindaki iliski, ergenlik caginda
baslayan ve aylik dongiiler boyunca devam eden yumurtalik hormonlarinin etkisi ile iliskilidir
ve bu hormonlar ayn1 zamanda gebelik sayisindan da etkilenerek menopozda azalmaya neden
olur. Hamilelik, 6zellikle de ilk hamilelik, meme kanserine yakalanma riskinde 6énemli rol
oynuyor. Ilk tam siireli gebelik yasinin ileri olmasi, meme kanserine yakalanma riskinin
artmasiyla iligkilidir Aragtirmalarin sonuglari, ilk cocugunu 33. gebelik haftasindan 6nce
doguran kadinlarda meme kanseri riskinin neredeyse iki katina ¢iktigin1 gostermistir. Dogum
yapmis kadinlarda, dogum sayis1 arttikca meme kanseri riski azalmaktadir. Menopoz yasinin
50'nin iizerinde olmas1 meme kanseri riskinin artmasiyla iliskilidir. Vaka kontrol ¢aligmasinin
bulgular1, menars sirasinda daha geng yasta olmanin meme kanseri riskini iki kat artirdigini
gostermistir. Daha yiiksek kiirtaj oraninin da artmig meme kanseri riskiyle iligkili oldugu

gozlenmistir (Momenimovahed ve ark., 2019).
2.2.3. Yas

Meme kanserinde cinsiyetten sonra bilinen en 6nemli risk faktorii yastir. Meme kanseri
goriilme siklig1 yasla birlikte 6nemli 6l¢iide artmakta, menopoz ¢aginda zirveye ulagmakta,
daha sonra giderek azalmakta veya sabit kalmaktadir. Akciger kanseriyle karsilastirildiginda

meme kanseri goriilme siklig1 geng yaslarda daha yiiksektir (McPherson ve ark., 2000).
2.2.4. Yasam tarzi

Asir1 alkol tiiketiminin meme kanseri riskini artirabilecek bir risk faktorii oldugu
gozlenmistir. Alkol alimi genellikle beraberinde asir1 yag kazanimina neden olur ve bu da
riski daha da artirir. Diger hipotezler arasinda alkol metabolitlerinin dogrudan ve dolayl
kanserojen etkileri ve alkolle iliskili bozulmus besin alimi yer alir. Alkol tiiketiminin 6zellikle
Ostrojen pozitif meme kanseri riskini arttirdig1 gozlemlenmistir (Lukasiewicz ve ark., 2021) .
Gilinde >35-44 gram orta diizeyde alkol tliketiminin meme kanseri riskini %46 (95% CI =
1,33-1,61) oraninda artirdigt bulunmustur. Meme dokusunda, daha yiiksek dozda alkol alkol
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dehidrogenaz enzimi tarafindan asetaldehite metabolize edilir. Biriken asetaldehit proteinlere
ve DNA'ya baglanabilir ve BRCA1'l agag1 diizenleyerek antioksidan savunma sistemi, DNA
sentezi ve onarim sistemine miidahale eder (Kashyap ve ark., 2022). Ik hamilelikten 6nce
tiikketildiginde, meme dokusunda morfolojik degisikliklerin tetiklenmesine Onemli Ol¢iide
katkida bulunur ve onu daha ileri kanserojen olaylara yatkin hale getirir . Sigara i¢mek,
tiitlinde bulunan kanserojenler in meme dokusuna tagiarak onkogenler ve baskilayici genler
de ( 6zellikle p53 ) mutasyon meydana gelme olasiligini artirarak karsinogenezde rol oynar.
Bu nedenle, yalnizca aktif degil ayn1 zamanda pasif sigara i¢imi de prokarsinojenik olaylarin
indiiklenmesine énemli dl¢iide katkida bulunur. Gida/Diyet Tiiketimi Diinya Saglik Orgiitii'ne
(WHO) gore yiiksek oranda islenmis et, yalnizca gastrointestinal malignitelerin degil ayni
zamanda meme kanseri riskini de artirabilecek Grup 1 kanserojen olarak siniflandirilmistir.
Asirt doymus yag alimi agisindan da benzer gozlemler yapilmistir Ultra Islenmis gidalar
sodyum, yag ve seker agisindan zengindir ve bu da daha sonra meme kanseri riskinin baska
bir faktorii olarak kabul edilen obeziteye zemin hazirlar. Diyette ultra islenmis gidalarin %10
oraninda artmasinin, %11 daha fazla meme kanseri riski ile iligkili oldugu gézlemlenmistir.
Kimyasallara maruz kalma, tiimor mikrogevresini etkileyerek meme karsinogenezini tesvik
edebilir ve ardindan pro-karsinojenik olaylarin indiiksiyonu ile birlikte epigenetik
degisiklikleri indiikleyebilir .Cevresel kimyasallar insan dokularinda birikme egiliminde
oldugundan ve kanserojen ve/veya Ostrojenik oOzelliklere sahip oldugundan, c¢evresel
kimyasallarin meme kanseri de dahil olmak iizere endokrinle iliskili kanserler igin riski
olusturmaktadir (Rodgers KM ve ark., 2017). Yapay 151ga maruz kalma yakin zamanda artan
meme kanseri riskiyle iligskilendirilmistir. Bu iliski muhtemelen bozulmus melatonin ritmi ve

bunu takip eden epigenetik degisikliklerden kaynaklanmaktadir (Lukasiewicz ve ark., 2021).
2.2.5. Genetik faktorler

BRCAI, BRCA2ve TP53 basta olmak iizere hem kalitsal olan hem de olmayan meme
kanserleri ile iligkili ¢ok sayida gen tanimlanmistir (Polyak ve ark ., 2007).

BRCAI ve BRCA2 geni

Bir dizi gendeki mutasyonlarin arttk meme ve/veya yumurtalik kanserine yatkinliga
neden oldugu bilinmektedir. BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonun neden oldugu
kalitsal meme kanseri, tiim bu kanser vakalarinin %5 ila %10'undan sorumludur. BRCA1

kromozom 11g21°da ve BRCA2 ise kromozom 13ql12-13°de lokalizedir. BRCA1, 80 kb
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genomik DNA'y1 kapsayan 22 kodlayict ekzondan olusur ve 1863 amino asit proteinini
kodlayan 7.8 kb transkript icerir. BRCA2, 70 kb genomik DNA'y1 kapsayan 26 kodlayici
ekzondan olusur, 11.4 kb transkripte sahiptir ve 3418 amino asit proteinini kodlar. Her iki
protein de cift sarmalli DNA kirilma onarim yolunda islev goriir ancak ek islevlere sahip
olabilir(Mehrgou ve ark., 2016). Germ hattindaki BRCA1 veya BRCA2'min kusurlu bir
kopyasi, kansere yatkinliga neden olmak i¢in yeterlidir, ancak ikinci alel, yatkin bireylerden
izole edilen tiimor hiicrelerinde siirekli olarak kaybolur. Dolayisiyla BRCA genleri, timor
baskilayic1 genlere yonelik klasik paradigmaya en azindan kismen uygundur. Ote yandan
sporadik kanser vakalarinda somatik BRCA mutasyonlar1 nadiren ortaya ¢ikar(Venkitaraman
ve ark., 2002). BRCAIl veya BRCA2 mutasyonuna sahip kadinlarda yasam boyu meme
kanseri riski yaklasik %75'tir. BRCALI i¢in riskin farkli mutasyonlara gore degistigine dair
cok az kamt vardir; ancak BRCA2 icin durum bodyle degil. Ortak Ashkenazi kurucu
mutasyonu BRCA2 6714delT'ye sahip kadinlarda meme kanseri riski, diger BRCA2
mutasyonlaria sahip kadinlarin yaklagik yaris1 kadardir (Zhong ve ark., 2015). BRCAI
mutasyon tasiyicilari icin meme kanseri riski 30-50 yaslar1 arasinda énemli 6lciide artarken,
BRCA2 mutasyonu olan kadinlar i¢in riskler 40-60 yaslar1 arasinda en yiiksek seviyededir.
BRCAL ile iligkili meme kanserleri, agresif bir fenotipin patolojik 6zelliklerini sergiler ve
genellikle hormon reseptorii negatiftir;, BRCA2 ile iliskili meme kanserleri ise sporadik
kanserlere benzeme egilimindedir ve agirlikli olarak hormon reseptorii pozitiftir. Daha geg
menars yasi ve emzirme, BRCA1 ile iliskili meme kanseri i¢in koruyucudur, ancak BRCA2

mutasyonu olan kadinlarda riski etkiledigi goriilmemektedir (Kotsopoulos ve ark., 2018).

BRCA1, hem kontrol noktasi aktivasyonunda hem de DNA onariminda gérev alan bir
pleiotropik DNA hasar1 tepki proteinidir. BRCA2, homolog rekombinasyonun bir aracisidir.
BRCAT1'in tiimor olusumundaki rolii, DNA onarmmiyla iligkili genlerin transkripsiyonel
diizenlenmesi, X kromozomunda heterokromatin olusumu, ¢ift sarmal kirik onarimi ve
ubikitinasyon olmak {izere ¢esitli hiicresel siireclerle iligkilidir. BRCAI1, hiicre dongiisii ve
DNA hasan tepki yollaryla iligkili diger proteinler arasinda BRCA2, TP53 ve RADSI'e
baglanir (DNA ¢ift sarmal kiriklarinin onarimi). BRCA1 gibi, BRCA2nin de rolii kromozom
stabilitesinin korunmast ve DNA'nin rekombinasyon aracili ¢ift sarmal kirilma onarimi ile
iligskilidir. BRCA1 ve BRCA2 ayrica belirli hedef genlerin transkripsiyonel diizenleyicileri
olarak da islev goriir. BRCA proteinleri ile c-myc (BRCAT1) ve TP53 (BRCA1 ve BRCA2)

gibi belirli transkripsiyon faktorleri arasinda etkilesimler gosterilmistir (Godet ve ark., 2017).



P33

Ilk olarak 1979'da tanimlanan ve baslangigta bir onkogen oldugu diisiiniilen p53,
tanimlanan ilk tiimor baskilayic1 gendir. p53, anormal hiicrelerin ¢ogalmasini ortadan
kaldirmak ve engellemek, bdylece neoplaztik gelisimi Onlemek icin islev goriir. Meme
kanserlerinin yaklasik %25'inde bulunan somatik p53 gen mutasyonlar1 kotii prognozla
iliskilidir. Mutant p53 meme kanseri tagiyan hastalarin ¢esitli kemoterapi ajanlarma direnci
vardir ancak en azindan neoadjuvan ortamda taksanlara kars1 daha duyarli olabilirler. Insan
p53 geni, ¢oklu ekleme, alternatif translasyon baslatma ve dahili promotér kullanimi
sonucunda p53 proteininin farkli bolgelerini iceren en az dokuz farkli p53 protein izoformunu
ifade eder (p53, p53P, p53y, pS3a, pS3P, pS3y, pS3a, p53P ve p53y). p53 izoformlarr normal
insan dokularinda farkli sekilde ifade edilir. Normal meme dokusu p53, p53fB ve p53y ifade
eder. Birka¢ insan kanser tiirlinde p53 izoformlarinin anormal ifadesi tanimlanmigtir. pS3f3
gibi p53 izoformlarinin p53 ile etkilesime girebilecegi ve p53 tiimdr baskilayici aktivitesini
diizenleyebilecegi gozlemlenmistir. Birlikte ele alindiginda, bu bulgular p53 izoformlarinin

insan kanserlerinde rol oynayabilecegini diistindliirmektedir (Bourdon ve ark., 2011),

p53 hiicre dongiisii durmasi, yaslanma, apoptoz, DNA onarimi ve anjiyogenezde rol
oynayan bir dizi geni indiikleyerek veya baskilayarak, cesitli streslere karst hiicre tepkisini
diizenlemede ©Onemli bir rol oynar. Bu onemli isleve gore, p53 aktivitesi diizinelerce
modiilatér proteinin (p53 etkilesimi) miidahalesi yoluyla, birka¢ oto-diizenleyici dongii de
dahil olmak iizere ¢ok karmasik bir sekilde kontrol edilir. p53 mutasyonlar1 meme
tiimorlerinin 6nemli bir azinliginda gozlenir. p53, Tp53 geni tarafindan kodlanir. 17p13'te
bulunan gen 20 kb'yi kapsayan 11 ekson igerir. Meme kanserinde gozlenen p53
mutasyonlarmin ¢ogu somatik kdkenlidir. Aslinda p53'iin iki akrabasi p63 ve p73'iin aksine,
p53 mutasyonlar1 insan kanserinde en sik goriilen genetik olaylardir. p53 mutasyonlarinin
cogunlugunun, p53'in orta kismindaki DNA baglanma alaninda lokalize oldugu
goriilmektedir. Ozellikle bu alan, apoptotik genlerle iliskili olarak p53'iin transaktivasyon
aktivitesinde 6nemli kofaktorler olan ASPP1 ve ASPP2 i¢in baglanma bolgesidir Sicak nokta
p53 mutasyonlarinin ¢ogu, proteinin ASPP1 ile etkilesime girememesine neden olur. Mutant
p53'i eksprese eden hiicrelerde, bu protein genellikle hiicre proliferasyonunu artik kontrol
edemez, bu da verimsiz DNA onarimi ve genetik dengesizlik ile sonuglanir... Meme
kanserlerinde go6zlemlenen yaklasik 1400 p53 mutasyonu Uluslararast Kanser Arastirma

Ajansi'nda (IARC) tutulan 7p53 veri tabaninda listelenmektedir Diger tiimor baskilayici



genlerle karsilagtirildiginda, p53 mutantlart en sik (~%90) yanlis anlamlidir ('nokta yanlis
anlamli mutasyonlar'). Mutant p53 proteinleri genellikle artan bir stabiliteye sahiptir ve

neoplaztik hiicrelerin ¢ekirdeginde birikir (Lacroix ve ark., 2006).

TP53 mutasyonlar1t meme kanserinde en sik goriilen genetik degisikliklerdir ve meme
karsinomlarmin %?25'inda goriiliir. Bunlarin dagilimi, luminal tiimérlerin %26'sinda (luminal
A'nin %17's1, luminal B'nin %41'1), HER2 ile gili¢lendirilmis timoérlerin %50'sinde, molekiiler
apokrin meme karsinomlarinin %69'unda bulunan molekiiler tiimor alt tipleriyle oldukca

baglantilidir (Bertheau ve ark., 2013).

Bir dizi calisma germ hattt BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarinin tagiyicilarinda ortaya
cikan kanserlerde p53 mutasyonlarinin artmis bir oranimi belirlemistir Dahasi, bu tiir
karsinomlarda belirgin bir p53 mutasyonu spektrumu meydana gelir . Carpici bir sekilde, tipik
mediiller meme karsinomlarinda, p53 mutasyonu vakalarin %100'linde meydana gelir . Bu
ozellikle ilgi c¢ekicidir, ¢linkii mediiller meme kanserlerinin BRCAL ile iligkili vakalarla
klinikopatolojik benzerlikler paylastigi artik iyi bilinmektedir. Gergekten de, BRCAI
ekspresyonunun metilasyona bagli susturulmasi mediiller meme kanserlerinde yaygin olarak

meydana gelir (Gasco ve ark., 2002).

ATM

Ataksi-telenjiektazi mutasyonlu (47M) geni, kromozom 11g23'te bulunan ve 3056
amino asitten olusan 350-KDa'lik bir proteini kodlayan bir tiimorsupressordiir. Genel
olarak ATM geni hiicre dongiisii kontrolli, apoptoz, gen diizenlemesi, oksidatif stres ve
telomer bakiminda rol oynar ve meme kanseri gibi birgok malignitede diizensizdir. ATM
mutasyona ugramis meme kanserlerinin ¢ogunlukla endokrin pozitif, dediferansiye ve daha
agresif oldugu ve bu nedenle kotii bir prognoza sahip oldugu bilinmektedir. p53i de aktive
edebilir ve ayrica ATM, BRCA proteinleri gibi DSB onariminda yer alan mekanizmalari
aktive edebilir . Meme kanserinde, A7M'nin fizyolojik islevi kotii huylu hiicreler tarafindan
asag1 diizenlenir. Aslinda, ATM DBC1'i fosforile eder ve p53 ve kaspaz-2'nin aktivasyonu ile
apoptozu tesvik eder (Stucci ve ark., 2021). Calismalar sonucu 47M'de kesen germ hatt1
mutasyonlart tanimlanmis ve ATM heterozigotlarinda meme karsinomu gelistirme riskinin

yaklasik dokuz kat artdig1 gozlemlenmistir (Prokopcova ve ark., 2007).

PTEN



PTEN, hiicre ¢ogalmas1 ve sag kaliminda rol oynayan 1-fosfatidilinositol 3-kinaz yolunun
(PI3K) modiilasyonunda 6nemli bir rol oynar. zellikle meme kanserinde, hiicre hatt1 analizleri
PTEN'in PI3K'nin asag1 diizenlenmesiyle meme kanseri biiyliimesini baskiladigin1 ve bunun
sonucunda G1tutuklanmasi vehiicre 6liimii meydana geldigini gostermistir (Depowski ve ark.,
2001). PTEN delesyonlarinin veya azalmis ekspresyonunun meme kanseri vakalarmin %#4 ila

%63'tinde mevcut oldugu gézlemlenmistir (Li ve ark., 2017).

CHEK?

Meme kanseri i¢in artmis riskle iliskili bir sira genler de tanimlanmistir; Bu genlerden
biri, bir serin/treonin kinaz olan CHK?2'yi kodlayan bir tiimor baskilayici gen olanCHEK?2'dir.
CHEK2 asag akis fosfataz CDC25, serin/treonin protein kinaz NEK6, transkripsiyon faktorii
FOXM1, p53 proteini ve BRCA1 veya BRCA?2 ile reaksiyona girer. CHEK2, DNA hasarina
yanit olarak hiicrelerin mitoz girmesini dnleyerek veya hiicre dongiisiinii bosluk 1 fazinda
(G1) durdurarak hiicre boliinmesini diizenler. Bu nedenle CHEK?2 hiicre dongiisii diizenlemesi
icin onemlidir ve anormal ifadesi kansere yol agabilir (Apostolou ve ark., 2017). CHEK?2
geninin en ¢ok calisilan iki meme kanseri yatkinlik olusturan varyanti /700delC ve 1157T'dir

(Nevanlinna ve ark., 2006).

MSH]I1 ve MLH?2

Yiiksek penetransli MSHI, MLHI, genlerindeki mutasyonlar da meme kanseri ve
diger malignitelerin yiiksek yasam boyu riskleriyle iligkilidir (Peleg Hasson ve ark., 2020).

STKI11 ve LKBI1

Kromozom 19p'de yakin zamanda klonlanan STKI11/LKBl'in yeni bir timor
baskilayict gen oldugu goézlemlenmistir. Kromozom 19p'deki LKBI1/STK11 genindeki
mutasyonlar, meme kanseri de dahil olmak iizere ¢esitli kanser tiplerinin yliksek riskleriyle
iliskili oldugu Peutz-Jeghers sendromunun (PJS) ¢cogu vakasindan sorumludur (Chen ve ark.,

2000).

CDH1

E-kadherin geni (CDHI), kromozom 16q22.1'de, insan meme kanserinde
heterozigotluk kaybi (LOH) ile siklikla iligkilendirilen bir bolgeyi haritalar. Bu bdlgedeki
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LOH'un, bu tiimdr baskilayici genin islevini kaybetmesine yol agtigi ve hastaliksiz sag
kalimin azalmasi, kotii prognoz ve metastaz ile iligkili oldugu diistiniilmektedir (Caldeira ve

ark., 20006).

2.3. Epidemiyolojisi

Kanser diinya ¢apinda 6liimlerin ana nedenlerinden biridir. 2008 yilinda kotii huylu
hastaliklar nedeniyle 8 milyon 6liim kaydedilmis olup, bu rakamin 2030 yilinda 11 milyona
ulasacagi tahmin edilmektedir. Meme kanseri ¢ok faktorlii bir hastaliktir ve gesitli faktorler
bunun olusumuna katkida bulunur. Hastalik diinyanin her yerinde goriilmesine ragmen
goriilme siklig1, 6liim orani ve hayatta kalma oranlar1 diinyanin farkli bolgeleri arasinda
onemli 6l¢iide farklilik gostermektedir; bu durum niifus yapisi, yagam tarzi, genetik faktorler

ve ¢evre gibi bir¢ok faktore bagli olabilir (Momenimovahed ve ark., 2019).

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen ikinci kanserdir ve 2020 yilinda diinya ¢apinda
685.000 olime neden olmustur. Kiiresel olarak meme kanseri, kadinlarda dort kanser
vakasindan birinden ve alti kanser Oliimiinden birinden sorumludur. Elli yas ve {izeri
kadinlarda daha sik teshis edilmesine ragmen, gen¢ kadinlarda meme kanseri goriilme sikligi
artmaktadir. Su anda, yilda 44.800 oliimle diinya capinda 0-39 yas arasi kadinlarda kansere
bagli 6liimlerin ikinci 6nde gelen nedenidir. GLOBOCAN 2018 verilerinin analizine gore 40
yasina gelindiginde meme kanserine yakalanma riski ortalama %0,44'tlir. Kitalar arasinda, 40
yasindan once meme kanserine yakalanmanin ortalama kiimiilatif riski yaklasik iki kat
degisiklik gostermektedir; en yliksek Okyanusya (%0,69), ardindan Avrupa (9%0,63), Amerika
(%0,53) ve Afrika (%0,49) gelmektedir ve en diisiik oran Asya'dadir (%0,38). 185 iilke
arasindaki ulusal karsilastirmalar, en yiiksek kiimiilatif insidans oraninin Giiney Kore'de
(%0,95) oldugunu, onu Birlesik Krallik, Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada'nin izledigini
(swrasiyla %0,77, %0,61 ve %0,61) ve en diisiik Gine'de oldugunu gosterdi (Zhu ve ark.,
2023). Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansimin (IARC) 185 fiilkeden verileri kullanan
GLOBOCAN 2020 raporuna gore, kadinlarda yeni tanis1 konmus meme kanseri vakalari
2020'de yeni kanser vakalarinin %11,7'sini olusturarak akciger kanserini geride birakmis olup
goriilme siklig1 acisindan 159 tilkede, 6liim orani agisindan ise 110 iilkede birinci sirada yer
almistir (Mubarik ve ark., 2023). Erkeklerde meme kanseri nadir goriiliir ve tim meme
kanseri vakalarimin yaklasik %1'ini olusturur. Kayithi hastalar arasinda ortalama tani yasi
erkeklerde kadinlara gore biraz daha yashdir (67'ye kars: 61 yas). Erkek meme kanseri

insidans oranlar siyah erkeklerde beyaz erkeklere gore biraz daha yliksektir (Korde ve ark.,
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2010). Meme kanserinin goriilme oranmi (ASIR) Avrupa popiilasyonunda 100.000 kadin
basina 69,7 iken; bunu Amerika (68), Afrika (38,7) ve Glineydogu Asya popiilasyonlar1 (28,3)
takip etmektedir. Ote yandan, Meme kanserinin 6liim oran1 (ASMR) Afrika popiilasyonunda
100.000'de 19,1 ile daha yiiksektir; bunu Avrupa (14,8), Amerika (13,2) ve Glineydogu Asya
popiilasyonlar1 (12,9) takip etmektedir (da Costa Nunes ve ark., 2024).

sOUTH-EAST ASIA [
arricA [ —
americas | —
curoPE | ——
0 10 20 30 40 50 60 70

B MORTALITY ®INCIDENCE

Sekil 2.1. 2024 yilina gore 100.000 kisi bagina meme kanserinin 6liim orani (da Costa Nunes ve ark.,
2024).

Niifusu 80 milyonu asan Tiirkiye'de yeni kanser vakalarmin sayisi erkeklerde
128.802, kadinlarda 98.508 olmak iizere toplam 227.310 kisi olarak tahmin edilmektedir.
Ayni1 yi1l 78.633"1 erkek, 47.155'1 kadin olmak iizere 125.788 kisinin kanserden 61diigii tahmin
ediliyor. NMSC disindaki tiim kanserlerin 100.000 kisi basina yasa standardize edilmis
insidans oraninin (ASIR, diinya standart popiilasyonu) 225,6 (erkekler i¢in 283,0 ve kadinlar
icin 184,0) oldugu tahmin edilmektedir. En sik goriilen bes kanser, ASIR degeri 46,6 olan
meme kanseri olurken, bunu prostat kanseri (ASIR = 42,5), akciger kanseri (ASIR = 40,0),
kolorektal kanser (ASIR = 20,6) ve tiroid kanseri (ASIR = 14,3) takip etti. Tiim kanserlerin
100.000 kisi basina yasa standardize edilmis 6liim oraninin (ASMR, diinya standart niifusu)
119,9 (erkekler i¢in 171,0, kadinlar i¢in 81,1) oldugu tahmin edilmektedir. Her iki cinsiyette
ve tiim yas gruplarinda en sik goriilen ilk 5 kanser sirasiyla akciger, meme, kolorektal, prostat
ve tiroid kanserleridir. Ote yandan, her iki cinsiyette ve tiim yas gruplarinda en sik goriilen
kanser kaynakli Sliimlerin ilk 5'i sirasiyla akciger, kolorektal, mide, pankreas ve meme

kanseridir (Siegel RL ve ark., 2020).
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2.4 Evreleri

Meme kanserinin asamalari, tiimoriin boyutuna, tliriine ve tiimor hiicrelerinin meme
dokularina ne kadar niifuz ettigine baghdir. Evre 0, invaziv olmayan tiimorii tanimlarken,
asama 4, invazif timor tlriini tanimlar (Sharma ve ark., 2010; Akram ve ark., 2017).

Evrelerin tanimlar1 su sekildedir:
Evre 0:

Timor hiicreleri gelisimlerinin erken evresindedirler, ilk ortaya ¢ikmaya basladiklar
meme bolgesinde kanser olmayan hiicrelerle birarada bulunurlar. Heniiz invaziv ozellik
kazanmamiglardir. Bu evre tiimoérlerine Ornek olarak Duktal Hiicreli Karsinom (DCIS)

verilebilir (Akram ve ark., 2017; Cuthrell ve ark., 2023).
Evre 1:

Mikroskobik invazyonun ger¢eklesme olasiliginin oldugu evredir ve 1A ve 1B olmak
tizere ikiye ayrilir. 1A, tiimoriin 2 cm’den kiiciik oldugu ve lenf nodlarina metastaz yapmadigi
evreyl tamimlar. 1B ise lenf nodunda 0.2 mm’den daha biiyiik bir timd6r dokusunun varligin

ifade eder (Akram ve ark., 2017; Cuthrell ve ark., 2023).
Evre 2:

2A ve 2B olmak iizere ikiye ayrilir. 2A evresinde tiimor hiicreleri sentinel ya da
aksiller lenf nodlarinda bulunurken, gogiis boslugunda bulunmaz. B2 evresinde tiimor dokusu
5 cm’den biiylik olabilir, ancak aksiller lenf noduna metastaz yapmamistir (Akram ve ark.,

2017; Cuthrell ve ark., 2023).
Evre 3:

3A, 3B ve 3C seklinde iige ayrilir. 3A evresinde goglis boslugunda timor
bulunmazken, 4-9 arasinda aksiller ya da sentinel lenf noduna metastaz s6z konusudur. 3B
evresinde timor herhangi bir boyutta olabilir, ancak meme derisinde sislik, kizariklik veya
tilser geligmistir. 9 kadar aksiller ya da sentinel lenf nodu da etkilenmistir. 3C evresinde ise
tiimor aralarinda kopriiclik kemiginin tistiindeki ve altindaki lenf nodlarinin da bulundugu 10

ya da daha fazla lenf noduna yayilmistir (Akram ve ark., 2017; Cuthrell ve ark., 2023).

Evre 4:
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Bu evre artik tiimoriin karaciger, akciger ve beyin gibi diger organlara yayildigi

asamadir (Akram ve ark 2017; Moo, ve ark 2018; Cuthrell ve ark., 2023).
2.5. Otofaji
2.5.1. Genel bilgi

Otofaji homeostazi, farklilasma, gelisme ve hayatta kalma fonksiyonlarinin stirdiiriilmesi
icin niikleik asit, protein, lipit ve organeller dahil olmak iizere hiicre i¢i molekiillerin ve
sitoplazmik bilesenlerin lizozom aracili bozunma yoluyla ortadan kaldirildigi temel bir
hiicresel siiregtir (Aman ve ark., 2021). Otofoji terimi ilk defa 1963’te Christian de Duve
tarafindan rat karacigerinde gerceklestirilen bir calismada mitokondri ve diger hiicre i¢i
yapilarin lizozomlarda bozunma siirecini tanimlamak i¢in kullanilmistir (Ohsumi ve ark.,
2013). 2016 Nobel Fizyoloji veya Tip Odiilii, otofaji alanindaki calismalar1 nedeniyle
Molekiiler Biyolog Yoshinori Ohsumi'ye verilmistir. Bu da bir kez daha bir¢cok bilim
insanimin dikkatinin mayadan memelilere kadar tim Okaryotlarda meydana gelen ortak bir
hiicresel mekanizma olan otofajiye yonelmesine neden olmustur (Dlugonska ve ark., 2017).
Otofaji yanhis katlanmis veya kiimelenmis proteinlerin uzaklastirilmasinda, mitokondri,
endoplazmik retikulum ve peroksizom gibi hasarli organellerin temizlenmesinde ve hiicre i¢i
patojenlerin ortadan kaldirilmasinda rol oynar. Bu nedenle, deregiilasyonu apoptotik olmayan
hiicre 6liimiiyle baglantili olmasina ragmen, otofaji genellikle bir hayatta kalma mekanizmasi
olarak distiniiliir (Glick ve ark., 2010). Otofaji genel (segici olmayan) veya segici
olabilir. Genel otofaji, sitoplazmanin bazi boliimlerini otofagozomlara paketler ve bunlar
bozunmak iizere lizozomlara iletir. Buna karsilik, segici otofaji hasarli hiicre organelleri,
protein kiimeleri ve hiicre i¢i patojenler gibi belirli hedefleri tantyarak ¢alisir. Son zamanlarda
otofaji kusurlarinin genomik hasar, metabolik stres ve tiimorogenez ile iligkili oldugu
bildirilmistir (Yun ve Lee, 2018). Otofajinin birincil rolii, aglik gibi stres kosullarinda
hiicreleri korumaktir. Aclik donemlerinde otofaji, yeni proteinleri sentezlemek igin
kullanilabilecek veya hiicrenin hayatta kalmasi i¢in ATP iiretmek tizere mitokondri tarafindan
oksitlenecek amino asitleri ve yag asitlerini tiretmek i¢in sitoplazmik malzemeleri bozunmaya
ugratir. Bununla birlikte, otofaji asir1 derecede indiiklendiginde, tip I programlanmis hiicre
Oliimiinden (apoptoz) ve nekrozdan farkli olan ve tip II programlanmis hiicre 6liimii olarak
adlandirilan otofajik hiicre 6liimiiyle sonuglanabilir. Stres yonetimine ek olarak, otofaji
normal gelisim, yaslanma, yasam siiresinin uzamasi, bagisiklik ve mikrobiyal istilaya karsi

savunma ile ilgilidir. Otofaji ayrica kanser, miyopatiler, nérodejenerasyon, kalp ve karaciger
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hastaliklar1 ve gastrointestinal bozukluklar gibi bir¢ok insan hastaliginin patofizyolojisi ile

baglantili oldugu da bilinmektedir (Chen ve Klionsky, 2011).

Ug ayn otofaji tiirli vardir: mikrootofaji, saperon aracili otofaji ve makrootofaji.
Otofaji terimi genellikle makrootofajiyi ifade eder (Janku ve ark., 2011). Hem mikro hem de
makrootofaji  segici olabilir veya secici olmayabilir ve bu siiregler en iyi
mayalarda tanimlanmistir. Makrootofajinin en ayirt edici 6zelligi, ¢ift zara bagh fagofor ve
otofagozomun olusumudur. Otofagozomlar daha sonra lizozomlarla birleserek igerdikleri
daha biiylik parcaciklarin ve organellerin degredasyonunu saglarlar (Feng ve ark., 2014).
Otofagozom olusumu, otofajiye bagli proteinlerin (ATG) sirali iglevleri tarafindan yonetilir.
Giliniimiize kadar mayalarda 40°dan fazla otofaji iliskili protein (Atg) tanimlanmistir ve bunlar
mayalardan memelilere kadar korunmustur (Li ve ark., 2020). Mayalarda, otofagozomlarin
biyogenezi igin spesifik bir platform, pre-otofagosomal yap1 (PAS) tanimlanmistir. PAS, Atg
proteinlerinin ¢ogunun mevcut oldugu maya vakuoliine bitigik tek noktali bir yapidir
(Wesselborg ve ark., 2015). PAS, ATG proteinlerinin toplanmasi i¢in bir iskele yapisi
olusturarak, otofajinin indiiklenmesi sirasinda kritik bir rol oynar. Otofaji indiiklendiginde,
neredeyse tiim otofaji ile ilgili proteinler (Atg), hiyerarsik olarak PAS iizerinde toplanir (Li ve
ark., 2020). Makrootofaji, fagofor olusturmak iizere zarin ¢ekirdeklenmesi ile baslayan, daha
sonra olusan fagoforun biiyliyerek, kivrilarak ve kapanarak ¢ift zarli otofagozom adi verilen
yapilara doniigmesi ile devam eden, ve otofagozomlarin lizozomlarla kaynasmasi ile
tamamlanan kademeli bir vakuol biyogenez siirecidir. Siirecin sonunda, yutulan hiicre igi
bilesenler otolizozomlar iginde elimine edilir. Makrootofaji, yetiskinlerde yasam siiresinin
uzatilmasinda ve hiicrelerin aglik gibi stres tepkilerinden korunmasinda patojenlerin, yanlis
katlanmis proteinlerin ve hasarli organellerin uzaklastirilmasinda koruyucu bir mekanizma

olarak is goriir (Ke ve ark., 2019).

Mikrootofaji, sitozolik bilesenlerin,lizozomal membranin invajinasyonuyla dogrudan

lizozom igerisine aktarilmasini saglayan segici bir mekanizmadir (Schuck ve ark., 2020).

Saperon aracili otofaji (CMA),"Lys-Phe-Glu-Arg-GIn" (KFERQ) motiflerini igeren
proteinlerin HSC70 saperonlar1 ile taninmasi ve lizozom zarina taginmasi ile yikimlarinin

gerceklestigi otofoji tiirtidiir (Kaushik ve ark., 2018).
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Sekil 2.2. Otofaji ¢esitleri (Kaushik ve ark., 2018).

2.5.2. Otofajinin molekiiler mekanizmalari

Acliga bagh otofaji ¢ok karmasik bir slire¢ olup sematik olarak dort agsamaya ayrilir
(Xiao ve ark., 2021).

1. Baslama (indiiksiyon veya sinya lolusumu) evresi
Niikleasyon agamast

Olgunlagma asamasi

Eal e

Lizozom ile birlesme ve degradasyon agamasi

1. Baslama Asamasi

Otofagozomlarin olusmasi ER membranindan koken alan omegazom olusumu ile
baslar. Bu islem memeli hiicrelerinde amino asit yoksunlugu gibi giiclii bir uyarim sonrasinda
olusur. Amino asit kithig1 kosullari, ULK kompleksinin (ULK1 veya ULK?2 kinazlarindan ve
FIP200, ATG13 ve ATGI101 adaptorlerinden olusur) ve bunun aktivasyonuna yol agan
Rapamisin Kompleksi 1'in (mMTORC1) memeli (mekanistik) hedefinin inaktivasyonunu

tetikler (Ktistakis ve ark., 2021).

Bir serin/treonin kinaz olan mTOR, hiicresel metabolizmanin ana diizenleyicisidir.

mTOR, coklu eslik eden proteinlerle baglanarak mTOR kompleksi I (mTORC1) ve mTORC2
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olmak tizere iki farkli sinyal kompleksi olusturur. mTORCI1 kompleksi besin-iligkili
sinyallere daha duyarhidir ve otofaji ¢ogu zaman mTORCI-bagimli olarak mTORC1’in
inhibisyonu ile indiiklenir (Kim ve ark., 2015).

AMPK, hiicre i¢ci ATP iiretimi azaldiginda etkinlesen AMP ile aktive olan protein
kinazdir. Aktif AMPK, TSC2 tiimoér baskilayiciyr dogrudan fosforile ederek ve© RAPTOR’u
inhibe ederek mTORCI1 aktivitesini bloke eder. Bundan bagka glikoz aglig1 altinda, AMPK,
Ser 317 ve Ser 777'min fosforilasyonu yoluyla Ulkl'i dogrudan aktive ederek ULKI in
mTORCI1 kompleksinden ayrilmasina neden olur (Kim ve ark., 2011). Besin agisindan zengin
kosullar altinda mTORC1, Raptor ve Ulk1/2 arasindaki etkilesim yoluyla Ulk-Atg13-FIP200
kompleksine katilir, ve mTOR dogrudan Atgl3 ve Ulk1/2"yi fosforile ederek ULK1/2’nin
kinaz aktivitesini baskilar. Ancak aglik zamani veya kimyasal muamele sonucu mTOR’un
inhibe olmasiyla ULK1/2, mTORCI1 kompleksinden ayrilir ve otofosforillenir (Alers ve ark.,
2011). Aktive edilmis ULKI1/2, FIP200 ve ATGI13’i fosforilleyerek kompleks halde
(ULK1/2-Atg13-FIP200-Atgl01) pre-otofagozomal membrana transloke olur. Ardindan
fosfatidilinositol 3(PI(3)P)’1 olusturmak i¢in fosfatidilinositoliin lipit bas grubunu fosforile
eden III fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3KC3) kompeksi aktive olur. PI3KC3 kompleksinin

aktivasyonu fagofor olusumu i¢in gereklidir (Guo ve ark., 2010).
2. Niikleasyon Asamasi

Fagofor ya da izolasyon membrani olarak adlandirilan ‘C’ sekilli yapilarin olusumunu
ifade eden otofajinin ‘niikleasyon’ adiminda oncelikli rolii Smif III PI3K kompleksi oynar.
Memeli hiicrelerinde siif III PI3K kompleksinin iki farkli tipi vardir: kompleks I (PI3KC3-
CI) ve kompleks II (PI3KC3-CII). Her iki kompleks de {i¢ ¢ekirdek alt birimi paylasir: VPS34
. p150 ve Beclinl (mayada Atg6/Vps30) ve her kompleks benzersiz bir bilesen igerir. Bunun
disinda bu kompleks AMBRAI, Atg9 ve Atgl4 gibi proteinler igerir. Vps34 PI3K
aktivitesinin ve protein ortaklarmin otofagozomlarin hem baslatilmasini hem de
olgunlagmasini diizenlemede merkezi bir rolii oldugunu gdstermektedir (Li ve ark., 2020).
Otofajiye 6zgili, VPS34 substrat olarak kullandig1 fosfotidil inositol lipidleri (PI) fosfotidil
inositol trifosfata (PI3P) doniistiiriir. PI3P iiretimi, Beclin-1 ile kompleks halinde PI3Kinaz,
hVps34'in siki kontrolii altindadir. PI3P’ler fagofor uzamasi ve diger Atg proteinlerinin

fagofora ¢agirilmasi i¢in esansiyeldir (Vergne ve Deretic, 2010).
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Anti-apoptotik protein Bcl-2, evrimsel olarak korunan otofaji proteini Beclin 1 ile
etkilesime girer ve bu da otofojiyi inhibe eder (Pattingre ve ark., 2005). Ancak aclik sinyali
sonrasinda Bcl-2’nin Jnk-aracili fosforilasyonu sonucu Beclin1Bcl-2’den ayrilir ve Vps34 ile
etkilesime girerek membran niikleasyonunu destekler. Beclinl, Vps34 kompleksi
Ozgllligliniin ana diizenleyicisi olarak diisliniilebilir ve Vps34, Atgl4dL. ve UVRAG'e
baglanmaya ek olarak, Beclinl ayrica Ambral (Beclinl tarafindan diizenlenen otofajide
aktive edici molekiil) ile etkilesime girer (Robert ve ark., 2012). Ambral, beclinl tarafindan
diizenlenen otofajiyi aktive eden, otofajiyi diizenleyen ve embriyogenezde ¢cok énemli bir rolii
olan bir WD40 alan1 igeren bir proteindir. Diger bir iiye olan p50 ise (mayalardakiVpsl15’e
benzer) Vps34’iin diizenleyicisidir ve PI3K ile etkilesimi lipid kinaz spesifik aktivitesini

arttirir (Rohatgi ve ark., 2016).

Erken asamada otofagozom olusumunu tesvik etmek i¢in ya da daha sonraki asamada
otofagozom olgunlasmasini tesvik etmek i¢in otofaji diizenlemesinin farkli adimlarina

katilabilen ¢ok sayida memeli hVps34-Beclin 1 kompleksi mevcuttur (Yang ve ark., 2009).
3. Olgunlasma Asamasi

Ugiincii  asama, izolasyon membraninin uzamasidir. Bu asamaya ise “uzama” adi
verilir ve izolasyon membraninin otofagozom olusumu tamamlanana kadar genisleyerek
degrade edilecek igerik etrafinda uglardan birlesip kapanmasi siirecidir. Bu siirecin
yiiriitilmesini 2 ubikutin benzeri konjugasyon sistemi olan Atg5-Atgl2 konjugasyon sistemi
ve LC3-PE sistemi istlenir. Uzama i¢in LC3 gereklidir (Kruppa ve ark., 2016). Atgl2
baslangicta Atg7'ye konjuge edilir, E1 aktive edici enzim olarak gorev yapar ve daha sonra E2
benzeri konjuge enzim Atgl0'a aktarilir. Bu konjugatin ATG16’ya baglanmasi ile ATG12-
ATGS5-ATG16 kompleksi olusur (Walczak ve ark., 2013). Atg5—Atgl2 konjugati, ikinci
konjugasyon sistemi i¢in bir E3 enzimi gorevi goriir ve biiyiiyen fagforun dis zarinda

oligomerizasyonu tetikler ve ayrica LC3-I'in doniisiimiinii saglar (Delgado ve ark., 2009).

Ikinci sistem, LC3 proteinine bir lipid molekiilii olan fosfotidiletanolaminin (PE)
konjugasyonunu icerir (Li ve ark., 2022). LC3'lin C-terminal peptidi, memeli Atg4
homologlar1 tarafindan boéliintir ve LC3-I olarak adlandirilan serbest sitozolik bir protein
olusur. Memeli Atg7 ve Atg3 homologlarinin eylemleriyle LC3-I ayrica , PE-konjuge form
olan LC3-II olarak adlandirilan baska bir forma degistirilir. Bu ¢ift katli otofagozom
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membraninin her iki katmaninda da bulunur. Bu bilesenler PAS iizerinde membranin

uzamasini saglamaktadir (Satoo ve ark., 2009).
4. Lizozom ile Birlesme ve Degradasyon Asamasi

Otofojinin en son asamasi olgunlagsmis otofagozomlarin, endolizozom membrani ile
birlesmesidir. Bu asama otofagozom membraninindan Atg proteinlerinin ayrilmasini
gerektirir. Bu islem de Atg4 basta olmak iizere 16 otofaji ile iliskili (ATG) protein grubu,
otofagozom biyogenezi i¢in ¢ekirdek makine olarak tanimlanmistir (LOrincz ve ark., 2020).
Otofagozomun dis zarinin lizozom zar ile kaynasmasi sonucu otolizozom olusur. Daha sonra
SNARE aracili fiizyon gerceklesir. Zarda lokalize SNARE proteinleri, iki zar bolgesini
birbirine sikica baglayabilen ve iki zar vezikiiliinii birlestirmek i¢in ip kuvveti saglayan bir a-
sarmal demet halinde kendilerini sikistirir. SNARE motifinde korunmus bir glutamat (Q) veya
arginin (R) kalintisinin varligr géz Oniine alindiginda, SNARE proteinleri iic Q-SNARE
proteini ve bir R-SNARE proteini olarak siniflandirilabilir. Erken otofagozom olusumunda
yer alan SNARE proteinleri, uygun siniflari tiim iiyelerini igerir ve teorik olarak fiizyonu
yonlendirmek i¢in yeterli olmalidir (Wang ve ark., 2016). Bunun disinda integral proteinleri
(6r:LAMP-2) ve RAB proteinleri (6r: RABS ve RAB7) gibi birgok protein kompleksi
otofagozom-lizozom flizyonu sirasinda rol oynar. SNARE proteinlerinden olan STX17,
SNAP29 bu siiregte yer alir. Memelilerde otofagozomal Q-SNARE, STX17’dir (JenaBp ve
ark., 2017).

Otofogozom olusumundan sonra temel birlestirici faktor HOPS komleksidir. HOPS,
vakuolar protein siralamasi Vpsll, Vpsl6, Vpsl8, Vps33, Vps39 ve Vps4l'den olusan
korunmus bir protein kompleksidir. HOPS, STX17 ile etkilesim yoluyla otofagozom-lizozom
flizyonunu saglayan trans-SNARE kompleksinin olusumunu kolaylastirir (Jiang ve ark.,

2014).

En son asamada ise-otofagozomun lizozomla birlesmesinden sonra, vezikiil igeriginin
yikimi lizozomda bulunan asit-hidrolaz enzimler tarafindan gergeklestirilir. Bunu sonucunda

olusan yeni yapu taslari sitoplazmaya geri tasinir (Reggiori ve ark., 2017).

2.5.3. Otofoji ve kanser

Otofaji-kanser iligkisi ilk kez 1999'da Beth Levine ve arkadaglar tarafindan BECN1'in

tiimor baskilayici roliiniin gosterilmesiyle ortaya konmustur (Ariosa ve ark., 2021). Sonraki
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siirecte de otofajinin aslinda karsinogenez siirecinde kanser tipine, evresine, mikrogevresine
ve genetik Ozelliklerine bagli olarak ikili bir rol oynadig1 anlagilmistir (Verzella ve ark., 2020;
Ariosa ve ark.,2021; Li ve ark,. 2020): Otofaji protein ve organel kalite kontrol fonksiyonu
sayesinde, genom stabilitesini silirdiirebilir, kronik doku harabiyetini, hiicre hasarmni ve
inflamasyonu 6nleyebilir ve onkogenik p62 protein agragatlarinin birikimini inhibe edebilir.
Boylece tiimorogenezin baslamasini, proliferasyonu, invazyon ve metastazi engelleyebilir.
Dolayisiyla ozellikle karsinogenezin erken basamaginda timor supressor bir mekanizma
olarak is goriir (Li ve ark,. 2020). Ote yandan, tiimdrogenezin ileri asamasinda ise, hiicresel
koruyucu, hayatta kalma ve savunma mekanizmasi olarak islev gorebilir. DNA hasarim
azaltabilir ve kanser hiicrelerinin hayatta kalisin1 ve strese (6rn. besin yoksunlugu, hipoksi,
DNA hasari,metabolik stres ve kemoterapi) karsi direncini artirabilir ve ardindan timor
metabolizmasinin ve bilylimesininin siirdiiriilmesine, tiimoriin ilerlemesine ve gelismesine
aracilik eder. Boylece tlimdrogenezi tesvik eder ve terapotik ajanlara karsi dirence neden olur

(Li ve ark,. 2020) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Kanserde otofajinin iki yonii (Li ve ark,. 2020)

Otofojinin tiimor supressor rolii

Anormal ve hasarli yapilari, proteinleri veya zararli maddeleri normal hiicrelerden
uzaklastirmaya yarayan bir mekanizma olan Otofajinin defektif olmast yani bu
maddelerin/yapilarin/proteinlerin  temizlenememesi mutasyonlarn  ve diger kanser
belirteclerinin  birikmesine yol agabilir. Bu goriisten yola ¢ikilarak gerceklestirilen
caligmalarda da otofajinin tiimor supressor bir role sahip oldugu sonucuna ulasilmistir.
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Nitekim insan prostat, meme ve yumurtalilk kanserlerinde BECNI’in monoallelik
delesyonunun yiiksek insidansinin tespit edilmesi, otofajinin timor supressor roliini
desteklemistir (Aita ve ark., 1999). Kanser hiicrelerinde otofajik degradasyon miktariin
normal muadillerinden daha az oldugunun saptanmasi timoér olusumu ile azalmis otofaji
seviyeleri arasinda dogrudan bir baglant1 oldugunu diistindiirmiistiir (Bhutia ve ark., 2013).
Kanser hiicre hatlar1 ve fare modellerinde, BECN1'in kaybinin, otofajinin azalmasina ve hiicre
proliferasyonunun artmasina neden oldugu gosterilmistir (Yun ve Lee, 2018). Over kanseri,
hepatoseliilerkarsinom, osteosarkom ve glioblastoma multiformede de Beclin 1 seviyesinin
azaldig1 tespit edilmistir (Zhang ve ark., 2009; Huang ve ark., 2010; Qiu ve ark., 2014; Cai ve
ark., 2014). Beclin-1 ile etkilesime giren UVRAG ve Bifl/sh3glblgibi proteinleri kodlayan
genler i¢in de benzer durum s6z konusudur. Her iki genin monoallelik
mutasyonlari/delesyonlarina ya da diisiik ekspresyonlarina gesitli kanserlerde rastlanmistir
(Liang ve ark., 2007; Davoli ve ark., 2013; Lee ve ark., 2006). Bu sonu¢lar BECN1, UVRAG
ve Bifl’in tiimdr supressor gen davranislarini ortaya koyarak otofajinin timor engelleyici
yoniinii desteklemektedir. Bu proteinlerin disinda ATG2B, ATGS, ATG7, ATG9B, ATG12,
ATGI16L gibi diger kor ATG proteinlerinin de onkogenez siirecinde tiimor supressdrler olarak

islev gorebilecekleri 6ne siiriilmektedir (Ariosa ve ark., 2021; Deng ve ark., 2019).

Aslinda otofajinin diizenlenmesine katilan proteinlerin ¢ogu ya tiimor baskilayici
proteinler ya da onkogen iiriinleridir ve dolayisiyla otofajinin diizenlenmesinde yer alan
mekanizmalar, kanserin kontroliinde yer alan sinyal yollariyla biiylik 6l¢iide ortiismektedir.
Bu nedenle, mTOR'u negatif olarak diizenleyen PTEN, AMPK, LKB1 ve TSC1/2 gibi tiimor
baskilayici genler otofajiyi uyarirken; tersine, sinif I PI3K, Ras, RHEB ve AKTgibi mTOR'u
aktive eden onkogenler de otofajiyi inhibe eder. Bu genlerdeki mutasyonlar ve buna bagh
olarak kusurlu otofaji ise malign transformasyona katkida bulunur (Bhutia ve ark., 2013;

Avalos ve ark., 2014).

Otofajinin ana diizenleyicisi mTOR’dur. mTOR, PI3K ile iligkili kinaz (PI3KK) siiper
ailesine ait, evrimsel olarak korunmus bir serin/treonin protein kinazdir. Bu kinaz,
mTORkompleksi 1 (mTORC1) ve mTOR kompleksi 2 (mTORC2) olarak adlandirilan,
yapisal ve islevsel olarak farkli iki kompleksten olusur. Memeli hiicrelerinde MTORC1'in
besinler ve biliylime faktorleri tarafindan aktivasyonu, otofaji diizeneginin kurulmasini ve
lizozomal biyogenezi dogrudan ii¢ sekilde diizenleyebilir: (1) ULK1/2 kompleksini dogrudan

fosforile ederek, (2) otofagozom ¢ekirdeklenmesi ve olgunlasmasinda énemli olan ATG14
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fosforilleyerek ve inhibe ederek, (3) otofajik ve lizozomal gen ekspresyonunun ana
transkripsiyonel diizenleyicisi olan TFEB'nin fosforilasyon ile sitoplazmada kalmasini
saglayarak ve boylece lizozom biyogenezini baskilayarak. MTORCI yolaginin deregiilasyonu
karsinogenez siirecine dogrudan katkida bulunabilir (Ariosa ve ark.,2021) (Sekil 3).

Amino asit Glukoz Biiyiime
faktorleri
7 mTORC1 |
Lizozom ve otofaji (Raptor) BIF1
gen ekspresyonu ¢ . | (o misTe (AMBRM 2
~— 7 UVRAG
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Sekil 2.4.Memeli hiicrelerinde MTORC1'in aktivasyonun, otofaji diizeneginin kurulmasini ve lizozomal

biyogenezi dogrudan ii¢ sekilde diizenlemesi (Ariosa ve ark.,2021)

Otofaji regiilasyonunda etkili olan proteinlerden biri de p53°tiir. Etkisi subselliiler
lokalizasyonuna, mutasyon durumuna ve stres seviyesine bagli olarak degismektedir.
Fizyolojik sartlarda p53 seviyesi Mdm2 aracili ubikuinizasyon ve proteazomal degradasyon
ile kontrol edilir. Stres sartlarinda ise p53 posttranslasyonel modifikasyona ugratilir. Bu
modifikasyonlar p53’iin yikimin1 Onleyerek stabilizasyon kazandirir. Miktar1 artan p53
nukleusa gecer ve tetramerik sekilde hedef genlerinin transkripsiyonel aktivasyonunu
gerceklestirir. Bu genlerin arasinda mTORC’u dogrudan/dolayli inhibe eden proteinleri
kodlayan genler (SESN1 ve SESN2, Ddti4/REDDI1) ve otofaji-iliskili genler (ULK1, ATG7
gibi) bulunur. Sitoplazmik p53 ise heniiz tam olarak anlagilmayan bir mekanizma ile
AMPK’ya baglanarak inhibisyonuna yol acar. Bu inhibisyon mTOR’un aktivasyonu ve
dolayisiyla otofajinin baskilanmasi ile sonug¢lanir (Maiuri ve ark., 2010; Shim ve ark., 2021)

(Sekil 4).
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Sekil 2.5. p53 ile otofaji diizenlemesi (Maiuri ve ark., 2010; Shim ve ark., 2021)

Tlimorogenez sirasinda katlanmamis protein olarak birikmis hiicresel atiklar, hasarli
organeller ve kargo reseptorii p62 otofaji araciligiyla temizlenir. Otofaji defektif oldugunda
ise hiicresel toksik maddeler degrade edilemez, p62 birikir ve bu ROS {iretimine ve oksidatif
strese neden olur. Ayrica p62 birikimi, pro-survival sinyallemeyi ve dolayisiyla timorojenik
olaylar1 desteklemek icin Nf-kB sinyalini degistirir. ROS un siirekli artmasi, buna karsilik
ROS iireticilerinin ve biriken p62°nin yeterice temizlenememesinin yarattigi kisir dongii DNA
hasarma, genetik kararsizliga ve DNA'nin mutasyona ugrama egiliminin artmasina yol acar.
Asirt artmis p62 protein ve ROS seviyeleri ile birlikte DNA hasarinin bir sonucu olarak,
hiicreler ya nekrozla 6liir ve pro-tiimoérijenik bir inflamatuar yanit iiretir ya da biiyiimeyi
tesvik eden mutasyonlar kazanir (Rosenfeldt ve Ryan, 2011; Bhutia ve ark., 2013). Ayrica
tiimor hiicrelerinde otofaji inhibisyonu nekrotik hiicre 6liimiinii, lokal inflamasyonu ve timor
biliylimesini tesvik eder. Boylece otofaji tiimor nekrozunu ve lokal inflamasyonu sinirlayarak

tiimor baskilanmasina katkida bulunabilir (Avalos ve ark., 2014) (Sekil 5).
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Sekil 2.6.0tofaji eksikligi olan hiicrelerde oksidatif stresin bozulmus yonetiminin sonuglar1 (Avalos ve

ark., 2014)

Otofajinin tiitmor tesvik edici rolii

Otofaji baslangicta tlimorogenezi baskilayici bir rol sergilemesine ragmen,
karsinogenezin ileri evrelerinde de timor biiyiimesini destekleyici bir fonksiyon gosterir.
Otofajinin bu birbirine zit rolleri, muhtemelen baslangi¢ evresinde tlimérogenezi tesvik eden
ve tiimor leyhine calisan faktorlerin (ROS, inflamasyon, DNA hasar1) ileri asamalarda
tiimoriin aleyhine etki gostermesinden ve otofajinin pro-survival dogasindan beklenen sekilde
davranmasindan (hipoksi ve besin yoklugu gibi stres sartlarinda katlanmamis proteinleri
ortadan kaldirmasi, endojensubstratlar1 parcalayarak ATP iiretimi i¢in substrat saglamasi gibi)

kaynaklanmaktadir (Santana-Codina ve ark., 2017).

Kanser hiicreleri siirekli artan proliferasyonun beraberinde getirdigi ihtiyaglar
giderebilmek i¢in metabolizmalarinda adaptif degisiklikler yapmak zorundadir. Onkogenler,
kanser biiylimesini ve ¢ogalmasini destekleyen ve metabolizmanin diizenlenmesinde 6nemli
olan sinyal yollarmi etkiler. Otofaji de kanserin ilerlemesi sirasinda hipoksi, besin acligi ve

endoplazmik retikulum (ER) stresi gibi ¢oklu streslere yanit olarak aktive olur.

Malign hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi, doku mimarisinin degismesine neden olur.
Bu yapisal doku degisikligi, bir tiimor i¢indeki besinlerin, biiyiime faktorlerinin ve oksijenin
islevsiz dagilimini tesvik eder. Tiimor dokusunun i¢inde hipoksik alanlar meydana gelir. Bu

hipoksik kosullar, homeostazi siirdiirmek i¢in hiicresel mekanizmalar1 tetikler. Hipoksi ile
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indiiklenebilir faktér 1 (HIF-1), hipoksik kosullar sirasinda birincil bir transkripsiyon
diizenleyicidir. HIF-1, a ve  olmak iizere iki alt birimden olusan bir komplekstir. a alt birimi,
normoksik kosullar altinda (oksijen acisindan zengin) bozulur. Bununla birlikte, hipoksi
sirasinda stabilite kazanan HIF-la DNA iizerinde hipoksiye duyarli element dizilerine
baglanarak oksidatif fosforilasyondan (OXPHOS) glikolize metabolik bir ge¢isi kolaylastirir.
Timor hiicrelerinde HIF-1, oksijen konsantrasyonundan bagimsiz olarak glukoz
metabolizmasi, hiicre sagkalimi, tlimor anjiyogenezi, invazyon ve metastaz icin kritik olan
80'den fazla genin ekspresyonunu yukari regiile eder. Hedefindeki genler arasinda otofajiyi
indiikleyecek AMPK gibi otofaji-iligkili ya da mTOR inhibisyonuna yol agacak genler

bulunur (Chavez-Dominguez ve ark., 2020).

Kanser hiicreleri O, varligina ragmen, oksijen varligindan bagimsiz sekilde temel
besin olarak glukozu kullanip piirivik asidi Krebs dongiisiine sokmaz ve bundan aerobik
sartlar altinda glikoliz yaparak laktat iiretirler (Warburg etkisi/Aerobik glikoliz). Glikoliz,
hiicrelerin ATP'y1 glikoz pargalanmasindan elde etmesinin en hizli yoludur ve oksijenden
bagimsiz olarak gerceklesir. Tiimor biliylimesi organize degildir ve tlimor mikro ortami
yetersiz oksijenlenir; bu nedenle glikoliz, kanser hiicrelerinin hipoksik kosullarda bile
cogalmasina izin verir. Ek olarak, bu metabolik yol, yag asitleri, niikleotidler ve serin sentezi
gibi diger metabolik yollar i¢in gerekli yap1 taslarin1 saglar. Warburg etkisi, RAS, AKT ve
MYC gibi onkogen aktivasyonunu ve p53 gibi tiimoér baskilayicilarin inhibisyonunu
gerektiren hiicre transformasyonu ile iliskili bir metabolik adaptasyondur (Chavez-

Dominguez ve ark., 2020) (Sekil2,7).
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Sekil 2.7. Metabolik stres ve otofaji (Chavez-Dominguez ve ark., 2020)

Baz1 tiimdr hiicreleri genellikle glikolizin spesifik bir diizenleyici enzimi olan yiiksek
seviyelerde piruvatkinaz2 (PKM?2) ifade eder (Piirivatkinaz, glikolizin son basamaginda
fosfoenolpiirivattan ADP’ye fosfat grubu transferini katalizleyen enzim). Kanser hiicrelerinde
PKM2 devre dis1 birakildiginda PI3K/AKT/mTOR vyolagi ve otofajinin inhibe oldugu
goriilmistiir (Chavez-Dominguez ve ark., 2020) (Sekil 2,7).

Artmis proliferasyon sartlarinda esansiyel bir amino asit olan Glutamin, Glutaminoliz
ad1 verilen bir enzimatik islem ile o-glutarata doniistiiriiliir. Reaksiyonu Glutaminaz (GLS)
ve Glutamat Dehidrogenaz katalizler. Kanser hiicrelerinde MYC gibi onkogenlerin
regiilasyonu ile iligkili bir sekilde Glutamin tiiketimi artar. Glutaminoliz ve otofaji arasinda da
karmagik bir iliski s6z konusudur. Glutaminoliz bir taraftan mTORC’u aktive aktive ve
dolayisiyla otofajiyi inhibe edebilir. Diger taraftan da Glutaminolizin bir yan iirlinii olan
Amonyum diistik konsantrasyonlarda otofajiyi aktive ederken, yliksek konsantrasyonlarda

baskilar (Chavez-Dominguez ve ark., 2020) (Resim 6).

Metastatik siirecte de otofaji etkin rol oynar. Metastazin erken evresinde metastazi
baskilayic1 yonde islev gosterebilir. Bunu tiimor nekrozunu ve inflamasyonu engelleyerek
gerceklestirir. Ancak ileri asamalarda dolagimdaki malign hiicrelerin yayilmasii, hedef
organlarda  kolonizasyonlarini, dormansiye girmelerini, yeni yerlesim yerlerine
adaptasyonlarini tesvik eder. Metastaz sirasinda yukari diizenlenen otofajinin meme kanseri,
melanom, hepatoselliiler karsinom ve glioblastoma gibi kanserlerde agresifligi ve invazifligi

artirdig1 gosterilmistir (Li ve ark., 2020).

2.6. ER Stresi

Stres, herhangi bir sistemin normal durumundaki bozulmalara verdigi tepkidir. Bir
hiicre veya organizma i¢in bunlar, beslenme gibi yasamu iyilestiren degisiklikler veya aglik
gibi yasami tehdit eden degisiklikler olabilir (Kim ve ark., 2022) Endoplazmik retikulum (ER)
stresinin kalp hastalifi, kanser ve Alzheimer ve Huntington gibi ndrodejeneratif hastaliklar
dahil olmak iizere bir¢cok hastaligin patofizyolojisinde rol oynadig1 gosterilmistir. Uzun siireli
veya asirt ER stresi, hiicre 6liimiiyle sonuclanan sinyal yollarinin baslatilmasiyla sonuglanir
(Logue ve ark., 2013). ER'nin islevindeki bozulma veya biitiinligliniin kaybi, Ornegin
katlanmamig proteinlerin  birikmesi ve ER igindeki kalsiyum homeostazisindeki

degisikliklerden kaynaklanabilecek ER stresine yol acar. ER stresi, ¢cevresel veya genetik bir
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nedene sahip olan orijinal stresin etkilerini ortadan kaldiran, katlanmamis protein tepkisini
(UPR) igeren sinyal yollarin1 aktive eder. Genel olarak UPR, ER saperonlar1 gibi spesifik
proteinlerin ifadelerini degistirir, yanhs katlanmis (mutant veya katlanmamis) proteinin
bozulmasin artirir ve ER i¢indeki yiikii azaltmak i¢in protein sentezini inhibe eder. Bununla
birlikte, ER'nin islevi ciddi sekilde bozulursa, hiicre oliimiine ve/veya hayatta kalmanin

engellenmesine yol acan genler ve yolaklar da etkinlestirilir (Lindholm ark., 2016).

ER stresi olustugunda, uyarlanabilir yanitlar1 baslatmak i¢in ii¢ ER transmembran
sensorii etkinlestirilir . Bu sensorler arasinda protein kinaz benzeri ER kinaz (PERK), inositol
gerektiren kinaz 1 (IRE1) ve transkripsiyon faktoriinii aktive eden transkripsiyon faktorii 6

(ATF6) bulunur (Keylani ve ark., 2023).

Fizyolojik kosullar altinda, PERK ve ATF6 proteinlerinin luminal alanlari, onlari
inaktif tutan ER'de yerlesik saperon BiP'ye (Baglayici immiinoglobulin Proteini) baglanir.
Katlanmamuis proteinler ER'de biriktiginde, biriken proteinlerin katlanmasina yardimci olmak
icin bu komplekslerden BiP salinir BiP ile birlesme yoluyla modiile edilen UPR modiilatorleri
PERK ve ATF6 ile karsilastirildiginda, IRE1a'nin, katlanmamis proteinler dogrudan kendisine
baglandiginda aktive oldugu goriilmektedir. Aktivasyon iizerine PERK, IREla ve ATF6, ER
saperonlarmin ekspresyonunu artirarak, mRNA translasyonunu durdurarak ER'ye protein
girisini inhibe ederek ve yanlis katlanmis proteinlerin ER'den retrograd tasinmasini uyararak
ER'de yanlis katlanmis proteinlerin birikimini hafifleten sinyal iletim olaylarini indiikler.
ERAD (ER destekli bozunma) adi verilen bir islemle her yerde bulunma ve yok edilmek tizere
sitozole girer (Sano ve ark., 2013).

Yipranmis proteinleri, protein agregatlarini ve hasarli organelleri geri doniistiirmek ve
ortadan kaldirmak i¢in hiicre i¢i lizozom aracili bir toplu bozunma yolu olan makrofatofaji,
ER stresi sirasinda énemli bir koruyucu mekanizma olarak da ortaya ¢ikmistir. Bu 2 sistem
dinamik olarak birbirine bagldir ve son arastirmalar ER stresinin otofajiyi uyarabildigini veya
engelleyebildigini ortaya ¢ikarmistir. Tiimdr hiicreleri, ER stresinin neden oldugu toksisiteden
kagmak icin bir hayatta kalma mekanizmasi olarak otofajiyi aktive eder. ERNI1 aracili
MAPKS fosforilasyonunun bu yolda énemli bir diizenleyici oldugu goriilmektedir. MAPKS,
"stresle diizenlenen bir protein kinaz" olarak kabul edilir; stresin neden oldugu otofaji ve
apoptoz, biiylik 6lclide MAPKS8 aktivasyonuna baglhdir. Spesifik olarak ERN1 aktivasyonu,
MAPKS fosforilasyonuna yol agar ve bu, otofajiyi baglatabilir ve hiicrelerin strese uyum

saglamasina izin verebilir. Otofajiyle iliskili genBECNI,MAPKS'in 6nde gelen asagi akis
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diizenleyicisidir ve aktivasyonunu, BCL2'nin dogrudan fosforilasyonu takip eder, bu da
BECNI1 ile BCL2 arasindaki etkilesimi bozar ve tiimdr hiicrelerinde otofajiyi
indiikler (Rashid ve ark., 2015).

ER stresi altindaki hiicrelerin otofajiyi (makrootofaji) aktive ettigini gostermistir
Stresin neden oldugu makrootofaji, hiicresel organellerin otofagozom adi verilen ¢ift katmanh
membranlar tarafindan sekestrasyonunu igerir; bu membranlar sonugta lizozomlarla birlesir ve
icerikleri lizozomal hidrolazlar tarafindan pargalanir Otofaji genellikle sitoplazmik
vakuollerin ve otofagozomlarin varligi, LC3"in (mikrotiibiille iliskili protein 1 hafif zincir 3)
boliinmesinde bir artis ve p62 (SQSTM1 olarak da bilinir) protein seviyelerinde bir azalma ile
karakterize edilir. Bazal otofaji altinda, uzun Omiirli proteinler ve hasarli organeller
uzaklastirilir ve bozunma {iriinleri, ara metabolitler olarak sitozole salinir.UPR gibi, otofaji de
otofajinin dilizeyine ve siiresine bagli olarak hem hiicrenin hayatta kalmasi hem de hiicre
oliimii ile iliskilidir. Ornegin, ER iizerindeki stres ¢dziilmeden kalirsa veya siirekli ER stresi
mevcutsa, UPR'nin uzun siireli aktivasyonu mitokondriyal apoptoza yol acar . Pro-apoptotik
Bcl-2 ailesi iiyeleri Bax, Bak , PUMA'nin yam sira Bcl-2 homoloji alan1 3 (BH3)-yalnizca
proteinlerinin transkripsiyonel indiiksiyonu veya translasyon sonrasi aktivasyonu bu

mitokondriyal apoptozda rol oynar (Guha ve ark., 2017).
2.7. ULK-101

Sitoplazmik proteinler ve organeller i¢in bir kalite kontrol mekanizmasi olarak otofaji,
norodejeneratif hastaliklar, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, bulasict ve
inflamatuar hastaliklar dahil olmak iizere cesitli insan hastaliklarinda 6nemli roller oynar.
Otofaji inhibitorlerinin ve aktivatorlerinin uygulanmasi, insan hastaliklarinda otofajinin
diizenlenmesini anlamamiza yardimci olmaktadir (Yang ve ark., 2013). Otofaji, belirli
kosullar altinda kanser tedavisinde sitoprotektif bir fonksiyon olarak kabul edilir ve basaril
kanser tedavisine klinik bir engel teskil eden ve kanser hastalarinda kétii prognoza yol agan
bir ilag direnci mekanizmasidir. Gelistirme asamasindaki belirli klinik ilaglar ve ajanlar
sitoprotektif otofaji etkilerine sahip oldugundan, otofajik yollar1 hedeflemek kanser tedavisi
icin potansiyel olarak daha akilli bir strateji olarak ortaya ¢ikmistir. Birgok klinik dncesi ve
klinik c¢alisma, otofaji inhibisyonunun ¢esitli kanserlerde antikanser ajanlarinin etkinligini

artirdigin1 gostermistir (Liu ve ark., 2020).
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Temel ve erken bir otofaji diizenleyicisi olan ULK1'i hedef alan inhibitdrler, otofajiyi

engellemek icin bu kinazin hedeflenmesine yonelik konseptin kanitin1 saglamaktadir (Martin

ve ark., 2018)
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Sekil 2.8. ULK-101’in ULK 1 hedeflemsi (Martin ve ark,. 2018).

Otofaji indiiksiyonu Oncelikle serin/treonin kinaz, ULK1 (unc-51 benzeri otofaji
baslatan kinaz 1) tarafindan kontrol edilir, maya ATG1'in memeli bir ortologudur. ULKI,
baglanma ortaklart ATG13 (otofajiyle ilgili 13), RB1CC1 (RBI indiiklenebilir sarmal-sarmal,
ayrica FIP200 olarak da bilinir) ve ATGI101 (otofajiyle ilgili 101) ile bir kompleksin
parcasidir  Bu kompleks araciligiyla ULKI1, erken otofajik membranlarin {iretimini
indiiklemek i¢in hem rapamisin kompleksi 1'in (mMTORC1) besin algilama mekanistik
hedefinden hem de AMP ile aktiflestirilen protein kinaz (AMPK) enerji algilama yollarindan
gelen yukari akis sinyallerini birlestirir. ULK1'in tek basina kaybi, bir¢ok hiicre tipinde

otofajiyi ortadan kaldirmak i¢in yeterlidir ve bu, onun 6zellikle 6nemli roliinii vurgular

(Martin ve ark., 2018).

ULK-101 otofajik akis1 baskilar ve otofaji indiiksiyonunu engeller. ULK-101 otofajik
vezikiler ¢ekirdek olusumunu ve aglik ve mTOR inhibisyonunu engeller. Beclin 1, Serl5'te
ULKI1 geni tarafindan ifade edildiginde, otofaji PIK3C3 kompleksi daha fazla PtdIns3P'ye

neden olur. Bu PtdIns3P'nin iiretimi, baslangi¢ asamasinda otofaji membran {iretimi i¢in bir
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hizmet platformu olan endoplazmik retikulum mikrodomain - omegasomlarda meydana gelir .
Omegasom, ubiquitin benzeri ATG12-ATG5-ATG16L kompleksi tarafindan isaretlenen
fincan seklindeki otofajik membranlar olan fagozomlarin olusumunu destekler. ULK-101'in
varliginda, ne PtdIns3P ne de omegasomlar tespit edilir; bu da ULK-101'in indiiklenen
omegasom ve fagoforlarin olusumunu engelledigini gosterir (Ou ve ark., 2024). ULK-101,
hem ULKI hem de ULK2 i¢in nanomolar inhibitor aktivite sergilemektedir. ULK-101,
mTOR inhibitoriinlin neden oldugu erken otofajik keseciklerin, omegasomlarin ve
fagoforlarin olusumunu baskiladi. ULK-101 ayrica hem bazal hem de indiiklenmis otofajiyi
azaltti. Boylelikle ULK-101, tam biiylime ortamina kiyasla aglik ortaminda osteosarkom
hiicrelerinin hayatta kalma oranini azaltti. Bu nedenle ULK-101'in otofajiye bagli kanser

hiicresinin hayatta kalmasini baskiladigi ileri siirtilmektedir (Karmacharya ve ark ., 2023).

2.8. Tunikamisin

Endoplazmik retikulum (ER) i¢inde, yeni olusan proteinler bir dizi molekiiler saperon,
lektin ve glikozidazin eylemleriyle uygun sekilde katlanir ve daha fazla tasinma i¢in Golgi
aygitina gider Bu siire¢ eksik oldugunda veya hiicresel protein sentezi talebi ile ER'nin protein
olgunlagmasini ve taginmasini tesvik etme kapasitesi arasinda bir dengesizlik varsa, hiicre ER
icinde katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerle basa ¢ikmak zorundadir - hiicrenin
0zelligi ER stresi olarak bilinir. Tunikamisinin endoplazmik retikulumda (ER) katlanmamais
protein tepkisi (UPR) yoluyla stres olusturarak ve boylece apoptozu tesvik ederek kanser
hiicrelerine kars1 terapdtik bir ilag olarak islev gorebilecegini one siirmektedir. Bununla
birlikte, hiicre apoptozunun diizenlenmesinde siirekli ER stresi altinda UPR'nin uzun siireli
aktivasyonunun mekanizmalari biiyiik 6l¢iide bilinmemektedir. Dogal olarak olusan bir
antibiyotik olan tunikamisin (Tun), proteinlerdeki N-bagli glikanlarin biyosentezindeki ilk
adimi1 inhibe ederek hiicrelerde ER stresi olusturur ve bu da birgok yanlis katlanmig proteine
neden olur . Birkag ¢alisma, tunikamisinin insan kolon ve prostat kanseri hiicrelerini TRAIL
kaynakl1 apoptoza duyarli hale getirdigi gosterildiginden kanser hiicrelerine kars1 terapdtik bir
ilag olarak iglev gorebilecegini 6ne siirmektedir . Ancak, hiicre apoptozunun diizenlenmesinde
uzun stireli UPR aktivasyonunun (siirekli ER stresi altinda) potansiyel rolii biiytlik 6l¢iide

bilinmemektedir

Farmakolojik bir ER stres indiikleyicisi olan tunikamisin, bir anti-kanser ilaci

gelistirmek i¢in kullanilir. Ancak tunikamisinin hepatik enerji metabolizmas: iizerindeki
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etkileri tam olarak aydinlatilamamistir. ER stres indiikleyicisi olan tunikamisin, timdr hiicresi
apoptozunu uyarabilir . Bu nedenle, bir kanser karsit1 ilag gelistirmek i¢in kullanilmistir .ER
stres indiikleyici karakteri nedeniyle, tunikamisinin bir¢gok c¢alismada metabolizma
bozukluklarina neden oldugu bildirilmistir. Hepatositler {izerinde yapilan bir calismada
gosterildigi gibi, tunikamisin, insiilin duyarlilifinda ve glikoz ve trigliserit metabolizmasinin
diizenlenmesinde hayati bir rol oynayan protein kinaz B'nin (Akt) fosforilasyonunu inhibe
eder .Wang ve arkadaglari, kisa siireli tunikamisin tedavisinin hepatik glukoneogenezi inhibe

ettigini One siirmiislerdir(Feng B ve ark., 2017)
2.9. LYN-1604

ULK1 koordinasyonu olarak belirlenen ilk sey kii¢iik molekiill LYN-1604'tir. Bir
ULK1 aktivatorii olan LYN-1604 ULK1 ve kompleks bilegsenleri mATG13 ve/veya
FIP2000'in  etkilesimini 'kilitleyerek' ULK1'i aktif duruma gecirebilecegi
gozlemlenmistir(Park Y ve ark., 2022). LYN-1604 uygulamasi zamani, Beclin-1 6nemli
ol¢iide yukar regiile edilir, p62 bozulur ve LC3-1, LC3-II'ye doniistiiriilir(Ou Y ve ark., 2024
Ouyang L ve ark., 2017).
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Sekil 2.9. LYN-1604{in ULK1'i hedeflemesi (Ou Yve ark,. 2024 Ouyang L ve ark,. 2017).
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3.GEREC VE YONTEM
3.1. Hiicre kiltira

Tez projesinde kullanilan insan meme kanser hiicre hatlarn MCF7 (HTB-22 )
ATCC® (American Type Culture Collection, Rockville)’den elde edilmistir. MCF7 meme
kanseri hiicreleri %10 fetal siir serumu ve %1 Penisilin-Streptomisin i¢eren yiiksek glikoz
DMEM besiyeri bulunan flasklarda 37°C’de, %95 nem ortaminda, %5 CO;’li etiivde inkiibe

edilmistir.
3.1.1. Hiicre hattinin dondurulmasi

Flask ylizeyine yapisarak cogalan hiicreler, yapistiklar1 yiizeyden kalkmalar1 igin
Tripsin-EDTA ile muamele edilmis ve 37 °C*“de %95 nem ve %5 CO2“li etiivde 5 dk
inkiibasyona birakilmistir.  Inverted mikroskop ile yapilan kontroliin ardindan kalkan
hiicrelerin {izerine taze besiyeri eklenmis ve flasktaki hiicre-besiyeri igerigi falkon tiipiline
aktarilmigtir. 1500 rpm’de 4 dk boyunca gergeklestirilen santrifiij iglemi sonrasi siipernatant
kisim ortamdan uzaklastirilmis, kalan pellet 10:1 oraninda dimetil siilfoksit (DMSO) eklenmis
besiyeri ile ¢ozdiriilmiis ve ardindan da kriyotiiplere konulmustur. Kriyotiipler -20 °C*“de

dondurulduktan sonra -80 °C*de muhafaza edilmistir.

3.1.2. Dondurulmus hiicre hatlarimin ¢ozdiiriilmesi

Dondurulmus hiicreler 37 °C’de hizli bir sekilde c¢ozdiiriildiikten sonra taze besiyeri
iceren falkon tiipe alinmistir. 1500 rpm®“de 4 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant
kismi uzaklastirilmigtir. Kalan pellet besiyeri ile ¢ozdiiriilmiis ve ¢ozdiriildiikten sonra MCF7
hiicreleri flasklara alinarak 37°C’de inkiibe edilmistir. Hiicreler flask yilizeyinin %80-85’ini
doldurana kadar iki gilinde bir besiyeri degistirme islemi gergeklestirilmistir. Flask

doldugunda pasajlama islemi yapilmistir.

3.1.3. Hiicre hattinin pasajlanmasi

Flaskda %80-90 yogunluguna ulasan hiicrelerin pasajlama islemi i¢in ilk olarak eski
besiyeri ortamdan uzaklastirilmis ve PBS ile yikama islemi yapilmistir. Hiicrelerin flask
yiizeyinden kalkmasi i¢in 1-2 ml Tripsin-EDTA eklendikten sonra hiicreler 3-4 dk boyunca
37 °C’de inkiibe edilmis ve ardindan inverted mikroskopta hiicrelerin kalkip kalkmadigi

incelenmistir. Sonrasinda flaska Tripsin-EDTA miktarmin iki kat1 olacak sekilde yeni besiyeri

32



eklenmis ve hiicre-besiyeri igerigi falkon tlipe aktarilmistir. Santrifiij islemi 1500 rpm’de 4 dk
olacak sekilde yapilmis ve siipernatant kismi uzaklastirilmistir. Uygun miktarda besiyeri ile
pellet homojenize edilmistir. Hiicrenin yogunluguna gore flasklara hiicre ekimi yapilmis ve

cogalmalari i¢in 37 °C*“de %95 nem ve %5 CO2“li etlivde inkiibasyona birakilmistir.

3.2. ULK-101 stok soliisyonun hazirlanmasi

Calismamizda ULK1 inhibitorii olarak se¢ilen ULK-101(MedChemExpres, HY-114490)
ticari olarak satin alinmistir. 460.45 g/mol molekiil agirligina sahip toz halindeki ULK-101,
protokole uygun olarak DMSO ile ¢ozdiiriilmiistiir. Hazirlanan bu stok ¢ozelti alikotlanarak -

20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.3. Tunikamisin stok soliisyonun hazirlanmasi

Calismamizda ER Stress Stimiilatorii olarak secilen Tunikamisin (Sigma-Aldrich,
T7765) ticari olarak satin alinmistir. Molekiiler agirligi 844.94 g/mol olan bu madde
protokole uygun olarak DMSO ile ¢ozdiiriilmiistiir. Hazirlanan bu stok ¢ozelti alikotlanarak -

20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.4. LYN-1604 stok soliisyonun hazirlanmasi

Calismamizda ULK1 stimiilatorii olarak secilen LYN-1604 (Tocris Bioscience, Cat.
No. 6617) ticari olarak satin alinmistir. Molekiiler agirligi 657.54 g/mol olan bu madde
protokole uygun olarak DMSO ile ¢ozdiiriilmiistiir. Hazirlanan bu stok ¢ozelti alikotlanarak -

20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.5. GRP78 seviyesinin belirlenmesi

Kontrol ve doz gruplarinda GRP78 seviyesi, ELISA tabanli kit (BT LAB ,
Cat.No.E3624Hu) kullanilarak belirlenmistir. 6-kuyucuklu plakalara ekimi yapilmis kontrol
ve doz grubu PBS ile liziz edilmistir. Hiicre lizatlar1 ependorf tiiplere aktarilmis ve santrifiij
sonrasi supernatantlar toplanmistir. Analiz i¢in kit igeri§inde buluanan GRP78 standardi ile
dilie standartlar olusturulmustur. Standart kuyularina 50 pl standart, 6rnek kuyularma 40 pl
supernatant ve iizerlerine 10 pl antikor soliisyonu ilave edilmistir. Daha sonra bos kontrol
kuyusu hari¢ kuyucuklara 50 pl streptavidin-HRP soliisyonu eklenmistir. Oda sicakliginda 1
saat inkiibasyon gergeklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda kit iceriginde bulunan yikama
soliisyonu ile 5 kez yikama islemi yapilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda sirasiyla kit
iceriginde bulunan substrat ¢ozeltisi A ve substrat ¢ozeltisi B 50 ul eklenmistir. Tekrar oda

sicakliginda ve karanlikda 10 dk inkiibasyon gergeklestirilmistir. Inkiibasyonun ardindan
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kuyucuklara 50 pl durdurma soliisyonu eklenmis ve 450 nm dalga boyunda mikroplate

okuyucuda absorbans degerleri belirlenmistir.
3.6. ULK-1071’in ve tunikamisinin sitotoksik etkisinin belirlenmesi

ULK-101 ve tunikamisinin MCF7 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin
belirlenmesi i¢in Gelistirilmis Hiicre Sayim Kiti 8 (WST-8/CCK-8) (Elabscience, E-CK-
A362) kullanilmistir. Bu kit hiicre ¢ogalmasi ve sitotoksisitesinin tespitinde kullanilan
kolorimetrik bir test kitidir. Test sirasinda olusan formazan miktar1 canli hiicre sayisi ile dogru
orantilidir. Absorbansin 450 nm'de Olgiilmesiyle canli hiicre miktar1 dolayli olarak

hesaplanabilmektedir.

ULK-10I’in  1-100 uM araligindaki cesitli konsantrasyonlart DMEM besiyeri ile
hazirlanmistir. 96 kuyucuklu plakalarda her bir kuyucukta 2x10° hiicre olacak sekilde hiicre
ekimleri gergeklestirilmistir. Hiicreler plaka yilizeyine yapismalar1 i¢in 24 saat boyunca
inkiibasyona brrakilmustir. Inkiibe siirelerinin sonrasinda kuyucuklardaki besiyerleri ¢ekilerek
ULK-101"in sitotoksik etkisini belirlemek amaciyla kuyucuklara 0-100 uM arasinda degisen
konsantrasyonlarda ULK-101 uygulanmistir. Hiicreler 24, 48 ve 72 saat siiresince inkiibe
edilmis ve inkiibasyonun sonunda besiyeri aspire edilerek kuyucuklara 100 pl taze besiyeri ve
10 ul CCK-8 Buffer eklenmistir. 4 saatlik inkiibasyonun ardindan her bir kuyucuktaki
absorbans degerleri mikroplaka okuyucu ELISA cihazinda (BioTek Epoch) 450 nm ve 630
nm dalga boyunda Oolgiilerek tiim konsantrasyonlar i¢in % canlilik-6lim belirlenmistir.

GraphPad Prism 8.01 programiyla ICs, degerleri hesaplanmustir.

ULK-101’in ICsy degeri ve Tunikamisinin ER stresini tetikleyici dozu goz oniinde
bulundurularak MCF7 hiicreleri iizerinde ULK-101 ve tunikamisin kombinasyonunun etkili
olup olmadigini degerlendirmek i¢cin ULK-101 ve tunikamisin 24 saat uygulamis ve tekrar
sitotoksite analizi gergeklestirilmistir. CCK-8 analizinin sonucunda hiicre canlilik degerleri
baz alinarak hiicrelerin yaklasik %50’sini 6ldiiren, 47 uM ULK-101 dozu kullanilmustir.
MCFT7 hiicreleri 24 saat boyunca belirtildigi gibi 1 uM tunikamisin ile tedavi edilmis, ULK-
101 yalnizca son 3 saate dahil edilmistir. Sonrasinda CCK-8 analizi yukarida anlatildigi

sekilde gergeklestirilmistir. CCK-8 analizi sonuglar1 g6z oniine alinarak devam eden analizler;

Herhangi bir madde ile muamele edilmemis MCF7 hiicreleri (Kontrol grubu)
24 saat siiresince 47 pM ULK-101 ile muamele edilmis ULK-101 grubu

24 saat siiresince 1 uM tunikamisin ile muamele edilmis tunikamisin grubu
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4. 21 saat siiresince 1 uM tunikamisin ile 6n muamele edilmis, ardindan tunikamisin varliginda
3 saat siiresince 47 uM ULK-101 ile muamele edilmis ULK-101 + Tunikamisin grubu olmak

lizere 4 grupta gergeklestirilmistir.
3.7. Koloni formasyon analizi

Koloni formasyon analizi i¢in 6 kuyucuklu plakalara kontrol ve doz gruplar1 olacak
sekilde her biri kuyuya 2 x 10° hiicre ekimi yapilmistir. Hiicre ekiminden 24 saat sonra dozlar
24 saat slireyle uygulanmistir. Secilen dozlarla inkiibasyon sonrasinda 10 giin boyunca
hiicreler kiiltiire edilmis ve 2 giin arayla besiyerleri degistirilmistir. Koloni olusumlari
inverted mikroskop altinda dogrulandiktan sonra besiyeri uzaklastirilmistir. Soguk metanol
uygulamasi ile hiicreler fikse edilmis ve sonra kristal viyole boyasi ile boyanmistir. Yikama

isleminin ardindan plakalar kurumaya birakilmis ve sonrasinda koloniler sayilmistir.
3.8. Otofaji analizi

Otofaji analizi i¢cin LC3-II Kantitasyon ELISA kiti (Cell Biolabs, CBA-5116) ilgili
firmadan temin edilmistir. Test, sitozolik pro-LC3 ve LC3-I'i uzaklastirmak ve otofagozom
membranina bagli LC3-II'yi korumak i¢in segici bir permeabilizasyon prosediirii kullanir. Kit,
hiicre lizat 6rneklerinde LC3'lin tespiti i¢in gelistirilmis bir enzim immunoassaydir. Lizat
orneklerindeki bilinmeyen LC3-II miktari, absorbansi bilinen bir LC3 standart egrisiyle
karsilagtirilarak belirlenir. Kontrol ve doz gruplart i¢in 6 kuyucuklu plakalara %80 yogunlukta
olacak sekilde hiicre ekimi yapilmis ve sonrasinda hiicreler secilen dozlar ile 24 saat muamele
edilmistir. Hiicreler 1 mM MgCl, ve 1 mM CaCl, igeren 2 mL 1X PBS ile inkiibasyon
stiresinin sonunda yikanmistir. PBS tamamen aspire edildikten sonra 1 mL 1X Sitozolik LC3
Uzaklastirma Reaktifi eklenerek, orbital calkalayicida 5 dk boyunca oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Hiicreler yeniden 1 mM MgCl, ve 1 mM CaCl, igeren 2 mL 1X PBS ile ii¢ kez
yikanmigtir. Son PBS yikamasi tamamen aspire edildikten sonra hiicrelere 6nceden
sogutulmus 1X RIPA tamponu eklenmistir. 10 dk inkiibe etmek i¢in  plaka buza
yerlestirilmistir. Hiicreler yiizeyden kazinarak santrifijj tiiplerine toplanmis ve 12000 g 4°C’de
10 dk santrifiij edilmistir. Daha sonra siipernatant toplanarak protein konsantrasyonunun
belirlenmesinin ardindan ELISA protokoliine ge¢ilmistir. 3 tekrarli olacak sekilde Anti-LC3
Antikor Kapli Plakaya 100 pL hacimde, LC3 standardi ve blank ayr1 ayr1 kuyulara
eklenmistir. Gece boyunca 4°C'de inkiibe edilmis ve ardindan kuyu bagina 250 pL 1X Yikama
Tamponu ile 3 kez yikanmistir. Her bir kuyuya 100 pL seyreltilmis Anti-LC3 antikoru

35



eklenmis, oda sicakliginda 2 saat boyunca orbital calkalayicida inkiibe edilmis ve yeniden
yikama islemi gergeklestirilmistir. Tiim kuyucuklara 100 pL seyreltilmis HRP conjugated
sekonder antikor eklenerek orbital ¢alkalayicida 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe
edilmis ve yeniden yikama islemi gergeklestirilmistir. Her kuyuya 100 pL Substrat Soliisyonu
eklenmistir. Orbital calkalayicida oda sicakliginda 10 dk inkiibe edilmistir. Her kuyuya 100
uL Durdurma Soliisyonu eklenerek reaksiyon sonlandirilmis ve mikroplaka okuyucu ELISA

cihazinda 450 nm’de 6l¢lim yapilmastir.
3.9. invazyon analizi

Hiicrelerin invazyonunu incelemek i¢in matrijel invazyon kiti (BioCoat™ ,Catalog No.
354480) ilgili firmadan temin edilmistir. 24 kuyucuklu plakalara kontrol ve doz gruplari
olacak sekilde ekim yapilmasi icin her biri kuyuya 2,5x 10* hiicre olacak sekilde hiicre
siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Insert ve kuyucuklarm dibine bikorbanat bazli kiiltiir ortamlar
ilave edilmistir. Sonra 2 saat rehidrate olmasi i¢in etiivde bekletilmistir. Rehidrasyonun
ardindan plakanin bos kuyucuklarina matrijel insertlerle esit sayda kontrol insertleri
yerlestirilmistir. Odalara 500 puL hiicre siispansiyonu eklendikden sonra 22 saat inkubasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonrast soguk metanol uygulamasi yapilmis ve 2 dk
bekletilmistir. Sonra kristal viyole boyasi ugulanmis ve 2 dk bekletildikden sonra yikama
islemi yapilmistir. Kurudukdan sonra preparatlar fotograflanarak ZEN programi ile

sayllmistir.

3.10. Deney gruplarinda Otofaji, ER stres ve apoptoz ile iliskili genlerin ekspresyon

seviyelerinin belirlenmesi

ULK101 ve Tunikamisin uygulamasinin otofaji, ER stres ve apoptoz ile iligkili 6nemli
genlerin mRNA diizeyinde ekspresyon seviyeleri {izerindeki etkileri kantitatif gercek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PZR) kullanilarak belirlenmistir. Bunun i¢in hiicrelerden
RNA izolasyonu gerceklestirilmis, ardindan cDNA sentezlenmistir. Sonrasinda ise hedef

genlere yonelik olarak tasarlarmis primerler kullanilarak qRT-PZR analizi gergeklestirilmistir.
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3.10.1. Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in 6-kuyucuklu plakalara ekilmis kontrol ve doz hiicrelerinin
(25x10* hiicre/kuyucuk) besiyerleri uzaklastirilmis ve her kuyucuga 500 pl RiboEx (GeneAll,
301-001) eklenmistir. Oda sicakliinda 5 dakika inkiibasyonun ardindan hiicre
homojenizatlar1 temiz ependorf tiiplere aktarilmistir. Her bir ependorf tiipe faz olusturmasi
icin 100 pL kloroform eklenmis ve 15 sn boyunca vortekslenmistir. Ependorf tiipleri 15 dk
oda sicakliginda bekletildikten sonra 14000 g’de 15 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant yeni
bir ependorf tiipe alinarak {izerine 250 pL izopropanol damla damla eklenmistir. Oda
sicakliginda 10 dk inkiibasyonun ardindan 14000 g’de 15 dk santrifiij edilmistir. Daha sonra
siipernatant uzaklastirilmis ve pelletin {lizerine 750 pL 6nceden sogutulmus %70’lik etanol
ilave edilmistir. 14000 g’de 5 dk santrifiij sonrasinda slipernatant uzaklastirilarak olusan RNA
pelletleri kurumaya birakilmistir. Kurutma isleminin sonunda pellet 30-50 pl niikleaz

icermeyen su ile ¢ozdiiriilmiistiir. RNA’lar -80°C’de muhafaza edilmistir.
3.10.2. RNA miktarmin ve kalitesinin belirlenmesi

Izole ettigimiz RNA’larin kalite ve miktarinin belirlenmesi i¢in RNA 6rneklerimizden
1 puL aliarak nanodrop cihazinda 260 ve 280 nm’de UV dlgiimleri gergeklestirilmistir. UV
Olctimleri A260/A280 i¢in 2+0,1 ve A260/A230 igin 2,0-2,4 arasinda olan RNA oOrnekleri
analizlerde kullanilmistir. Olast DNA kontaminasyonunu uzaklastirmak amaci ile RNA
orneklerine tiretici firmanin (Thermo Scientific, #EN0521) protokolii dogrultusunda DNAse-I
enzimi eklenerek DNAse islemi uygulanmistir. Bunun i¢in 2 pg RNA 6rnegine 2 ul 10X
buffer ve 2 pl 1U/ul DNAse-I enzimi eklenmistir. Toplam hacim niikleaz igermeyen su ile 20
ul’ye tamamlanmigtir. Daha sonra 6rnekler Thermal Cycler cihazina yerlestirilerek 37°C’de
30 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir. Bu islem bitdikten sonra ise reaksiyonun
durdurulmasi i¢in 6rneklere 2 ul 50 mM EDTA eklenmis ve tiipler Thermal Cycler cihazinda
65°C’de 10 dakika inkiibasyona birakilmistir.

3.10.3. cDNA sentezi

RNA orneklerinden cDNA sentezi liretici firmasinin talimatlarina gore (iScriptTM
cDNA sentez kiti, Bio-Rad, 170-8891) yapilmistir. Bu amacla 1ug total RNA 6rnegine 4 pl
5X iScript reaksiyon karisimi ve 1 ul Reverse Transkriptaz enzimi eklenmistir. Ardindan
25°C’de 5 dk, 46°C’de 20 dk ve 95°C’de 1 dk seklindeki ¢cDNA sentez protokolii
uygulanmustir. cDNA ornekleri -20°C’de muhafaza edilmistir.

37



3.10.4. qRT-PZR analizi

Deney gruplarinda qRT-PZR analizi ile ekspresyon seviyeleri degerlendirilen genler
Tablo 3.1’de sunulmustur. Reaksiyon ig¢in tiip igerisine 5 pl SYBRGreen 2X qPZR
MasterMiks (ABM, MasterMix-R), 5 pMol ileri primer, 5 pMol geri primer, 2 ul ¢cDNA
konmus ve toplam hacim niikleaz igermeyen su ile 10 pl’ye tamamlanmistir. Ardindan
95°C’de 10 dk, 95°C’de 15 dk ve 60°C’de 60 saniye olacak sekilde 40 dongii halinde PZR
protokolii olusturulmus ve reaksiyon Ger¢cek zamanli PZR Sistemi (Bio-Rad, CFX
Connect)’nde gerceklestirilmistir. Ayrica 95°C 1 dakika sitilip, 65°C’ye diisiirtilen 1s1,
0,5°C’lik artislar ile 95°C’ye kademeli olarak yiikseltilerek erime egrisi elde edilmistir.
Reaksiyon sonrasi analiz i¢in esik dongii degerleri (Ct) kaydedilmistir. Gruplar arasinda gen
ifadesi diizeyindeki farklihklar 2 “**“Y metodu kullanilarak web tabanli “RT? Profiler™ PCR
Array Data Analysis” programi ile belirlenmistir. Normalizasyon i¢in ACTB ve GAPDH

referans genleri olarak kullanilmistir.

Tablo 3.1. qRT-PZR analizi ile ekspresyon seviyeleri degerlendirilmis genler

Gen Sembolii Acilimi

BECN1 Beclin

ATGS; Otofaji iligkili 5

ATG12; Otofaji iligkili 12

MAPILC3A Mikrotiibiil iliskili protein 1 hafif zincir 3 alfa

MAPILC3B Mikrotiibiil iliskili protein 1 hafif zincir 3
beta

GRP7S; Is1 sok protein ailesi A (Hsp70) tiyesi 5

IREla ER-nukleus sinyali 1

TiMP1 Metalopeptidaz Inhibitorii 1

TIMP2 Metalopeptidaz Inhibitérii 2

MMP2 Matris Metalopeptidaz 2

MMP9 Matris Metalopeptidaz 7

ATF4 Aktive edici transkripsiyon faktorii 4

ATF6 Aktive edici transkripsiyon faktorii 6

CHOP DNA hasar1 indiiklenebilir transkript 3

ATG14 Otofaji iligkili 14

ATGI16L Otofaji ile ilgili 16 benzeri 1
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PERK Okaryotik transkripsiyon baslatma faktorii 2
alfa kinaz 3

3.11. istatistiksel analiz

Gruplar aras1 karsilastirma GraphPad Prism yazilimi (Siirtim 8.0.2, San Diego, CA)
kullanilarak tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) ile yapilmistir. Tiim deneyler ii¢
tekrarli gergeklestirilmis ve sonuglar ortalama + standart sapma olarak sunulmustur. p<0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4.BULGULAR

4.1. ULK-101 ve tunikamisin uygulamasinin MCF7 hiicrelerinde ER stresi iizerine

etkisi

Tunikamisin ve ULK-10 MCF7 hiicrelerinde ER stresi iizerine etkisi ER stresinin 6nemli
belirteglerinden biri olan GRP78/BiP seviyesinin belirlenmesini saglayan ELISA tabanl kit
ile belirlenmistir. Buna gore ilk 6nce MCF7 hiicrelerinde 1, 2 ve 3 uM konsantrasyonlarinda
tunikamisin uygulamasi kontrol grubu ile karsilastirildiginda GRP78/BiP anlamli sekilde
artmis ve ER stresinin indiiklenen dozu 1 puM olarak tespit edilmistir (Sekil 4.1) (p<0,05). 24
saat 47 uM ULK-101 ile muamele edilmis ULK-101 grubu ve 21 saat siiresince 1 uM
tunikamisin ile 6n muamele edilmis, ardindan tunikamisin varliginda 3 saat siiresince 47 uM
ULK-101 ile muamele edilmig ULK-101 + Tunikamisin grubu kontrole gore anlamli artig
gosterse de, 24 saat | uM tunikamisin ile muamele edilmis tunikamisin grupuna gore anlamli

bir farklilik tespit edilmemistir (Sekil 4.2) (p<0,05).

0 T
Kontroll pM 2 pM 3 pM

Sekil 4.1. Tunikamisin uygulamasinin MCF7 hiicrelerinde ER stresi {izerine etkisi
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Sekil 4.2 Tunikamisin ve ULK-101 kombine uygulamasinin MCF7 hiicrelerinde ER stresi {izerine etkisi

4.2. ULK-101’in MCFT7 hiicreleri iizerinde sitotoksik etkisi

MCF7 hiicrelerinde ULK-101 uygulamasinin hiicre canliligi lizerine etkisi CCKS testi
ile degerlendirilmistir. Bu amagcla hiicreler 24, 48 ve 72 saat siiresince 1, 2,5, 5, 7,5, 10, 15,
20, 40, 50 ve 100 uM konsantrasyonlar1 kullanilarak ULK-101 uygulamasi yapilmistir. CCK8
sonuglar1 degerlendirildiginde ULK-101 ile muamele edilen MCF7 hiicrelerinde (Sekil 4.3,
4.4 ve 4.5), canliligin uygulanan konsantrasyona ve zamana bagimli sekilde azaldigi

gozlemlenmistir. MCF7 hiicrelerinde 24. saat sonunda ULK-101%in IC50 dozu 47 uM

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.3. 24 saat siiresince ULK-101 uygulamasinin MCF7 hiicrelerinin canlilig1 iizerine etkisi.
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Sekil 4.4. 48 saat stiresince ULK-101 uygulamasinin MCF7 hiicrelerinin canlilig1 tizerine etkisi.

72h
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Sekil 4.5. 72 saat stiresince ULK-101 uygulamasinin MCF7 hiicrelerinin canlilig1 tizerine etkisi.

4.3. ULK-101 ve tunikamisin uygulamasinin MCF7 hiicrelerinde koloni olusturma

kapasiteleri iizerine etkisi

MCEF7 hiicrelerinde belirlenen dozlarda ULKI101 ve tunikamisin uygulamasinin hiicre

proliferasyonu iizerine etkisi koloni formasyon analizi ile de degerlendirilmistir. Buna gore
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MCF7 hiicrelerinde 24 saat 47 uM konsantrasyoninda ULK-101 uygulamasi sonrasinda
hiicrelerin koloni olusturma kapasiteleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli sekilde
azalmistir (p<?) (sekil 4.6). ULK-101 grubu ile kiyaslandig1 zaman 24 saat 1 uM tunikamisin
ile muamele edilmis tunikamisin grubunda anlamli bir farklilik tespit edilmese de kontrol
grubu ile kiyaslandgi zaman anlamlhi bir azalma goriilmiistiir (p?). ULK-101+tunikamisin

grupunun ise additif etki gosterdigi saptanmustir.

Kontrol ULK
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TUN ULK+TUN 6007
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Sekil 4.6. ULK-101 ve tunikamisin uygulamasinin MCF7 hiicrelerinde koloni olusturma kapasiteleri {izerine

etkisi

4.4. ULK-101 ve tunikamisin uygulamasinin MCF7 hiicrelerinde invazyon iizerine

etkisi

MCF7 hiicrelerine uygulanan ULK-101, tunikamisin ve ULK-101+tunikamisin doz
gruplarinin invazyon iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi i¢in matrigel invazyon testi
gerceklestirilmistir. Analizin tamamlanmasinin ardindan doz ve kontrol gruplarma ait hiicreler
mikroskop altinda fotograflanmis ve analizi yapilmistir (sekil 4.7). MCF7 hiicrelerinde 24
saat 47 uM konsantrasyonda ULK-101 uygulamast zamani invaziv hiicre sayisi kontrol
grubu ile karsilastirildiginda anlamhi bir azalma meydana gelmistir. 24 saat 1 uM
tunikamasinin ile muamele edilmis tunikamisin grubunda ise kontrol grubuna gére anlamli
azalma goriilse de ULK-101 grupu ile kiyaslandgi zaman anlamli bir farklilik tespit
edilmemistir. ULK-101+tunikamisin grubu kontrol grubu ile kiyaslandigi zaman additif etki

gosterdigi saptanmaistir.
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Sekil 4.7. ULK-101 ve tunikamisin uygulamasinin MCF7 hiicrelerinde invazyon iizerine etkisi

4.5. LYN-1604, ULK-101 ve tunikamisin uygulamasinin otofajik aktivite iizerindeki
etkisi

MCF7 hiicrelerinde LYN-1604, ULK-101 ve tunikamisin uygulamasinin otofajik
aktivite iizerine etkisi LC-3 II miktarini1 baz alan kit kullanilarak degerlendirilmistir. Kontrol
grubu ve doz grubu hiicreleri 24 saat sonunda protokole gore toplanmis ve otofajik aktiviteyi
degerlendirmek iizere {iretici firmanin 6nerdigi protokol uygulanmistir. Sonuglara gére 2 uM
LYN-1604 uygulamasinin kontrol grubu hiicrelerine kiyasla MCF7 hiicrelerinde p<0,01
anlamlilikta otofajik aktivitede artis meydana getirdigi gézlemlenmistir. 24 saat 1 uM’lik
tunikamisin uygulamasinin ve 24 saat 47 uM’lik ULK-101 uygulamasinin da anlaml sekilde
(p<0,01) otofajik aktivitede azalmaya yol agtig1 saptanmistir. 1 saat 47 uM ULK-101 ile 6n
isleme tabi tutulmus LYN-1604+ULK-101 doz grubunda ULK-101 grubuna gére anlamli bir
farklilik tespit edilmemistir. 24 saat 1 uM uygulanan tunikamisinin ve son 3 saatinde 47 uM
ilave edilen ULK-101’in, (ULK-101+ tunikamisin grubu) kontrol grubu hiicrelerine kiyasla

additif etki gostererk otofajik aktiviteyi anlamli sekilde azalttig1 gézlemlenmistir.
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Sekil 4.8. LYN-1604, ULK-101 ve tunikamisin uygulamasinin otofajik aktivite tizerindeki etkisi

4.6. ULK-101, tunikamisin ve ULK101+tunikamisin uygulamalarinin meme kanseri

hiicrelerinde otofaji, ER stresi , apoptoz ve metastaz ile iliskili genlerin ekspresyon

seviyeleri iizerine etkisi
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ULK-101, tunikamisin ve ULK-101+tunikamisinin otofaji, ER stres, apoptoz ve
metastaz tlizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi i¢in 27 genin ekpresyon analizleri qRT-

PZR yontemiyle gergeklestirilmistir.

ULK uygulamas1 otofaji-iligkili genlerin ekspresyonunda azalisa yol agmistir. Bu
genlerden ATG4 ve VPS34 genleri hari¢ diger genlerdeki ekspresyon azalislari
istatistiksel olarak ©nemli bulunmustur (p<0.01)(Sekil 4.9). Otofaji iliskili genlerin
ekspresyonlarindaki bu azalis, ULK-101’in “otofaji inhibitorii” kimligi ile uyumludur.
ULK uygulamas1 ER stres iliskili genlerin ¢cogunda ekspresyon artigin1 uyarmakla birlikte
bu artiglardan sadece ATF6 genine ait artis istatistiksel olarak anlamli goziikmektedir
(p<0.01)(Sekil 4.10). ER stres genlerinin ekspresyonlar: iizerindeki etkisi bakimindan ele
alindiginda ULK’nin ER stres lizerinde dogrudan etkili olmadigin1 sdylemek miimkiindiir.
Apoptoz iliskili genlerin ekspresyonunda ise CASP9 ve CYCS genlerinin ekspresyonunda
onemli artisa (p<0.001) ve BCL2 gen ekspresyonunda onemli azalisa (p<0.01) yol
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acmustir (Sekil 4.10). Apoptoz iliskili genlerin ekspresyon diizeyleri goz Oniinde
bulunduruldugunda ULK-101 uygulamasi apoptoz uyarict etki gostermistir. Uygulama
TIMP1, MMP2 ve CDH2 gibi metastatik siirecte rol oynayan genlerin ekspresyonunda da
anlaml bir azalisa yol agmistir (p<0.01)(Sekil 4.10). Bu sonuca gore ULK uygulamasi

metastatik stirecin de inhibitorii olarak davranmustir.

Tunikamisin uygulamasi otofaji iligkili genlerin ekspresyonlarinda azalisa neden
olmustur. Bu azaliglar ATG12 ve VPS34 harig, tim genler icin istatistiksel olarak
anlamhdir (p<0.001)(Sekil 4.9). Otofaji iliskili genlerin ekpresyon analizi sonuglari
dikkate alindiginda tunikamisinin otofajiyi inhibe edici bir etki gosterdigi diigiiniilmiistiir.
Tunikamisin ER stres iligkili genlerin tiimiiniin ekspresyonunda anlamli artiglara neden
olmustur (p<0.01)(Sekil 4.10). Bu artiglar, zaten ER stres aktivatérii oldugu bilinen
tunikamisinden beklenen sonuglar olarak degerlendirilmistir. Apoptoz iligkili genler
dgerlendirildiginde ise CASP9 ve CYCS genlerinde anlamli ekspresyon artislari
saptanmistir (p<<0.05)(Sekil 4.10). Bu sonugtan hareketle tunikamisinin apoptozu tesvik
edici etki gosterdigi anlasilmaktadir. Metastaz iliskili genlerin ifadelerine bakildiginda
uygulamanin 6zellikle TIMP1 ve CDH2 genlerinin ekspresyonlarinda azalislara yol actigi

goriilmistiir (p<0.01)(Sekil 4.10).

ULK-101+tunikamisin uygulamasi1 otofaji iligkili genlerin ifade diizeylerinde
ATGI16L ve VPS34 hari¢ tamaminda anlamli azalisa yol agmistir (p<0.01) (Sekil 4.9).
ULK-101+tunikamisin kombine uygulamasi otofaji inhibisyonunda etkili géziikmektedir.
ER stres iligkili genlerin ekspresyonlar1 degerlendirildiginde uygulama biitiin genlerin
ekspresyon seviyelerinde artisa yol agmistir. Bu genlerden CHOP hari¢ digerlerinin
tamamindaki artig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.01)(Sekil 4.10). Kombine
uygulama otofaji stimiilasyonunda etkili olmustur. Apoptoz iliskili genlerin ekspresyon
analizlerinde. Ise CASP9 ve CYCS genlerinin ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli
artisin oldugu goriilmistiir (p<0.01). Anlamli olmamakla birlikte TRAF2 ve ASKI1
genlerin ekspresyonlarinda da artisin oldugu anlasilmistir. BCL2 seviyesinde de
istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte bir azalis s6z konusudur (Sekil 4.10).
Kombine uygulama apoptoz tesvikinde etkili olmustur. Uygulama metastaz iliskili
genlerden MMP2 ve CDH2 ekspresyonunda 6nemli bir azalisa yol agmistir (p<<0.01)(Sekil
4.10.). Kombine uygulama genel olarak metastatik siirecin engelleyicisi gibi etki

gostermistir.



Il ULK
1 TUN
ULK + TUN

Kat Degisimi
AANNNNNNY

“ANXNXNNNNNNY

ATG4
ATGS
ATG9A
ATGI2
ATGIGL
VPSIs|
VPS34|
ULKI
MTOR
SOSTMI
BECNI
MAPLC3A

Sekil 4.9. MCF7 hiicre hattinda ULK-101, tunikamisin ve ULK-101+tunikamisin uygulamanin otofaji genleri

iizerinde kat degisimi etkisi.
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Sekil 4.10. MCF7 hiicre hattinda ULK-101, tunikamisin ve ULK-101+tunikamisin uygulamanin otofaji , ER

stres , aoptoz ve metastaz genleri tizerinde kat degisimi etkisi.
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5.TARTISMA

Kanser hiicreleri, DNA ve/veya RNA'nin bir modifikasyonu/mutasyonu sonucu
normal hiicrelerden olusur. Bu modifikasyonlar/mutasyonlar kendiliginden meydana gelebilir
veya niikleer radyasyon, elektromanyetik radyasyon virlisler, bakteriler ve mantarlar,

parazitler gibi diger faktorler tarafindan indiiklenebilir( Sharma GN ve ark ., 2010).

Meme kanseri karmagik ve heterojen bir hastaliktir. Lokal bir hastalik olarak baglar,
ancak lenf diiglimlerine ve uzak organlara metastaz yapabilir. Meme kanserinin gelisimi,
birden fazla hiicre tipini igeren ¢ok adimli bir siirectir ve onlenmesi diinyada hala zorlu
olmaya devam etmektedir. Meme kanseri metastatik bir kanserdir ve ¢ogunlukla tedavi
edilemez olmasinin nedeni olan kemik, karaciger, akciger ve beyin gibi uzak organlara yaygin

olarak yayila bilir olmasidir(Sun YS ve ark ., 2017).

Diinya genelinde her y1l yaklagik 1,7 milyon meme kanseri vakasi teshis ediliyor ve bu
da yaklasik her 18 saniyede bir yeni vakanin teshis edildigi anlamina geliyor( Winters S ve
ark ., 2017). Meme kanseri kansere baglh 6liimlerde akciger kanserinden sonra 2. sirada yer
almaktadir. Oliimlerin %70¢i diisiik ya da orta sosyoekonomik gelir diizeyindeki iilkelerde
goriilmektedir. Tiim meme kanserlerinin sadece %]1°1 erkeklerde goriiliir. Meme kanseri
goriilme sikliginda son 50-60 yilda ciddi artiglar oldugu goézlemlenmistir. Meme kanseri
insidansinin kadinlarda tahminlere gore %20, oliimlerin ise %14 arttig1 bildirilmistir(Mehmet

Faik ve ark., 2018).

Programlanmis hiicre O6liimii (PCD), hiicre Oliimiinii normal hiicrelerin hayatta
kalmastyla dengeleyebilir; bozabilir ve PCD, kanser hiicresi kaderinin nihai kararlarinda
onemli roller oynar.Otofoji de bu hiicre yolaklarindan biridir(Ouyang L ve ark 2012).
Kanserde, otofaji ikili rol gostermektedir. Otofaji'nin tiimor hiicresine 6zgi etkileri hem timor
baskilayict hem de tiimor destekleyici olabilir. Bu nedenle otofaji yalnizca hiicre 6liimiinii
aktive edip engellemekle kalmaz, ayni zamanda hiicre 6liimii mekanizmalar1 arasindaki gecisi
de kolaylastirir(Towers CG ve ark ., 2020). Otofaji, kotii huylu hiicrelerde meydana gelen
birgok siiregle baglantist olan ve bazi otofajiyle iliskili genler (ATG'ler) tarafindan yiiksek
oranda diizenlenen Onemli, diizenlenmis, katabolik bir mekanizmadir. Otofaji ve kanser
arasindaki iliskileri analiz ederken karsilagilan yaygin bir zorluk, otofajinin hiicrenin hayatta
kalmasii m1 korudugunu yoksa hiicre 6liimiine mi katkida bulundugunu belirlemektir . Sonug

olarak, otofajik aktivasyon kanser ilerlemesinin erken evrelerinde koruyucu bir rol
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oynayabilir. Ote yandan, otofaji onkogenezde pro-otofajik genleri aktive ederek ve anti-
otofajik genleri bloke ederek bir tiimdr baskilayici olarak islev gorebilir(Ouyang L ve ark .,

2012).

Otofaji, hiicresel strese yol actiklar1 i¢in kanser tedavi edici ajanlarin ¢cogu tarafindan
indiiklendigi bulunmustur.Baz1 otofaji indiikleyicileri kanser karsiti ilaglara yanit olarak hiicre
Oliimiinii arttirdig1 i¢in kemoterapinin otofajik hiicre 6liimiine yol agtigina bildirilmistir(Jain
K, ve ark ., 2013). Otofaji ile iliskili birgok protein ve aktif faktoriin insan kanserleriyle
iliskili oldugu bildirilmistir. Otofajik hiicre oliimi, Ornegin, antidstrojenle tedavi edilen
kiiltiirlenmis insan meme karsinomu MCF7 hiicrelerinde tanimlanmistir. Kadota ve ark. ve
Kim ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmalar, meme kanserinin daha ileri agamalarinin IGF-1R,
Siklin D1, c-myc, pERK, Stat3 ve Pak4 gibi bazilar1t Akt-mTOR yolunun bilinen aktivatorleri
olan birka¢ bagska onkojenik ve sinyal proteinini asir1 ifade ettigini gostermistir. ERK
aktivitesi ayrica bircok hiicresel modelde farkli streslere yanit olarak ve ayrica MCF7
hiicrelerinde TNF- a (tiimér nekroz faktorii-alfa) tedavisinde otofaji ve otofajik hiicre

Oliimiiyle iliskilendirilmistir(Zarzynska JM ve ark ., 2014).

Artan otofaji'nin katabolik avantaji, hipoksi, biiylime faktorii yoksunlugu, aclik, ER
stresi, ROS birikimi, protein agregasyonu ve ¢ok sayida kanser karsiti tedavi gibi ¢esitli stres
kosullarinda da kritik olabilir. Kanser hiicrelerinde, yanlis katlanmis protein seviyeleri ve ER
stresi genellikle gen mutasyonlar1 ve stresli mikrogevre nedeniyle artar. Dahasi, ER stresi
siklikla kanser tedavisine verilen hiicresel bir yanittir. Hiicresel proteinlerin tigte birine kadari
ER i¢inde sentezlenir. Katlanmamis proteinlerin birikmesinin olumsuz etkilerini gidermek
icin hiicre, topluca UPR (ER stres tepkisi;) olarak bilinen bir dizi olay1 baslatirve kiiresel
protein sentezinin azalmasina ve saperonlar gibi ER'de uygun sekilde katlanmak i¢in gereken
proteinlerin {iretiminin artmasina neden olur( Clarke ve ark ., 2012), Meister ve arkadaslar
verapamil ve proteazom inhibitérii bortezomib ile kombine tedaviden sonra miyelom
hiicrelerinde artan ER stresini ve ardindan hiicre 6liimiinii bildirdiler. ER stresi uzadiginda ve
yanlis  katlanmig/katlanmamis proteinler proteazom bozunma sisteminin kapasitesini
astiginda, otofajiyi tetikleyebilir. Memeli hiicrelerinde UPR, ER liimeninde katlanmamis
proteinlerin seviyesini algilayan ve sinyali sitoplazmaya ve cekirdege ileten PERK, ATF6
veya IRE1 gibi farkli stres donistiiriiciilerinin aktivasyonu ile aracilik edilebilir, IRE1 ve
ATF6'nin aktivasyonu, UPR hedef genlerinin transkripsiyonunu tesvik otofajide yer alan ¢ok

sayida kinaz ve proteazin aktivasyonuyla sonuclanir(Kania E, Pajgk B ve ark ., 2015). Bu
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nedenle, meme kanseri baglaminda otofaji ve ER stresinin etkilesimini anlamak, yeni

hedeflerin belirlenmesinde dnemli bir adim olabilir.

Meme kanserinin gelisimine etki eden molekiiler mekanizmalarin1 aydnlatan bir alan
olsa da, otofajinin bu siirecteki ¢ift yonlii rolii ve ER stresi ile olan etkilesiminin daha ayrintili
incelenmesine ihtiyag duyulmaktadir.Bu sonu¢ dogrultusunda tez calismasinda meme
kanserinde otofajinin ana diizenleyicilerinden biri olan ULK1 hedeflenerek meme kanserinde
otofajik seviyeye ve bunun ER stres ile etkilesimine bakilmistir. Bu nedenle otofajinin
molekiiler mekanizmasi ULK-101 ile inhibe edilmis ve LYN-1604 ile aktive
edilmistir.Otofaji mekanizmasi ise otofaji aktivite testi ile incelenmis sonrasinda ise ER
stresi etkinligi tunikmaisin muamelesi ardindan elisa kiti ile degerlendirilmistir. Insan meme
kanseri hiicre hatlarindan biri olan MCF7 hiicrelerinde bu inhibisyonun etkinligi otofaji ve

ER stresi ile iliskili genler {izerinden qRT-PZR kullanilarak degerlendirilmistir.

Otofaji boylece meme kanseri hiicrelerini korurken onlara karsi ilag duyarliligini
azaltir. Bu nedenle, otofaji meme kanseri hiicreleri icin sitoprotektif olabilir, Otofaji,
onkoproteinler, protein agregatlari, reaktif oksijen tiirleri (ROS) iretimi ve islevsiz
mitokondri gibi tiimor olusturan stres faktdrlerini ortadan kaldirarak bu tiir komplikasyonlari
Onlemeye yarar . Bunun disinda, otofaji bagisiklik tepkilerinde ve inflamasyonda rol oynar
,Bu nedenle, hiicresel biitiinliigiin korunmasi otofaji tarafindan kolaylastirilir . Otofaji,
sitoprotektif islevi nedeniyle, kanser baglangici agisindan tiimoér olusumunu baskilamaya
yarar. Gergekten de, saglikli meme bezlerinde otofaji icin ylikseltilmis bir gen imzasi
gozlemlenir ve bunun meme kanseri ilerledik¢e azaldigi goriiliir.Gergekten de,otofaji, meme
kanserinin baslamasina, biiylimesine ve metastatik ilerlemesine ve tekrarlamasina katilan

birden fazla proteini igeren karmasik, ¢ok adimli bir siirectir(Wu ve ark ., 2023).

Yalnizca CQ ve HCQ'nun anti-otofaji aktiviteleri nedeniyle kanser karsiti etkiler
gosterdigi tam olarak tanimlanmistir. CQ ve HCQ, lizozomal pH"1 artirarak otofajik akisi geg
bir asamada inhibe eder ve bu da lizozomal yikici enzimleri inhibe eder(Cocco S, ve ark
2020). Otofajinin etki mekanizmalarinin incelenmesi icin farkli basamaklarindaki
molekiillerin de hedeflenmesi 6nemlidir.Bunun i¢in bu tez ¢alismasinda otofajinin molekiiler
mekanizmasinda yer alan ULK1 hedeflenerek etkinligi incelenmistir. ULK1’I segici olarak

hedef alan ULK-101 inhibitorii kullanilarak otofaji inhibe edilmistir.
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ULK101 uygulamas1 farkli kanser hiicrelerinde calisilmistir. ULK-101'in KRAS
kaynakli akciger kanseri hiicrelerini besin kisitlamasina duyarli hale getirdigini
gozlemlenmistir. KRAS kaynakli akciger kanseri hiicre hatlarinda 24 saat boyunca UIK101
uygulamasi yapilarak ICsy degeri 8,3 nM olarak belirlenmis ve hiicre canliliginda anlamli bir
azalma saptanmistir(Martin KR ve ark 2018). Baska bir ¢alismada ULK-101 tedavisi 5555
hiicrelerinde ULK1 ve erken otofajiyi inhibe ederek p-ATG13 ve LC3-II protein seviyelerini
diistirmistiir. ULK-101 melanom hiicrelerinde hiicre canliligini ve gociinii azaltmistir(Fratta E

ve ark ., 2023).

Bu tez calismasinda ULK-101'in meme kanseri {izerindeki anti-proliferatif etkilerini
incelemek i¢in, meme kanseri hiicrelerinden olan MCF7’ye WST-8/CCKS sitotoksisite testi
uygulanmistir. Artan ULK-101 dozajiyla, hiicre canliliginin in vitro olarak MCF7 hiicresinde
hem zamana hem de konsantrasyona bagl olarak azaldigi gozlemlenmistir. Sitotoksisite
analizin sonucunda hiicre canlilik degerleri baz alinarak MCF7 hiicrelerinde hiicrelerin
yaklagik %50’sini oldiiren 47 uM ULK-101 dozu kullanilmistir. 47 uM doz konsantrasyonu
ve 24 saatlik inkiibasyon siiresi belirlendikten sonra koloni olusturma kapasiteleri analiz
edilmis, MCF7 hiicrelerinde otofajinin baskilanmasiyla beraber koloni olustuma kapasitelerini

inhibe ettigini gézlemlenmistir.

Baska bir ¢alismada Uglii negatif MDA-MB-231 ve ER "MCF-7 meme kanseri
hiicreleri 48 saat boyunca tunikamisin (1 pg/mL) uygulanmis ve 1,0 pg/mL tunikamisin
konsantrasyonunda 24 saatte hiicre ¢ogalmasinda ~%33 azalma oldugu goriilmiistiir. Bu da
tunikamisinin MCF7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinde ER stresi

olusturdugunu dogrulamaktadir(Serrano-Negron JE ve ark ., 2019).

Zhao ve ark. (2020) yaptiklar1 calismada GRP78 ekspresyon seviyeleri hem ARO
hem de FRO hiicrelerinde metastaz ile korelasyon gostermistir. Hem ARO hem de FRO
hiicreleri farkli dozlarda TM (0-1 pg/mL) ile muamele edilmistir. Sonuglar, TM'nin (1 pg/mL)
ER stresini tetikledigini ve western blotting analizi ile her iki hiicrede de GRP78, PERK ve
XBP1 ekspresyonunu yiikselttigini ve TM kaynakli ER stresinin her iki hiicrede de transwell

deneyleriyle metastaz yetenegini artirdigini gostermistir(Zhao ve ark ., 2020).

Bu calismada meme kanseri hiicrelerinde tunikmasin uygulamasinin etkileri ER stresi
lizerinden de degerlendirilmistir. Sonuglara gére meme kanseri hiicrelerinde tunikamisin

uygulamasi sonrasinda ER stresi belirteci olan GRP78/BiP miktarinda artis goriilmiistur.
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Ayrica qRT-PZR analizi sonuglar1 tunikamsin uygulamasinin kontrol grubu ile
karsilastirildiginda meme kanseri hiicrelerinde ER-stresi ile iliskili genlerin ekspresyon

seviyelerini anlamli sekilde artirmistir.

Bir ER stres saperonu olan Grp78, ozellikle kanser sistemlerinde hiicre apoptozunu,
cogalmasini, invazyonunu, inflamasyonunu ve bagisikligini diizenler. Son zamanlarda tiimor
olusumu, metastaz ve anjiyogenezde de rol oynadig1 gosterilmistir. Grp78 ekspresyonu hem
hasta sagkalim oran1 hem de tiimdr invazyonunun derinligi ile iliskilidir. Insan kanserlerinde,
yiikselmis Grp78 diizeyleri meme, karaciger, prostat, kolon ve mide kanserlerinde daha
yiiksek patolojik derece, tekrarlama riski ve diisiik hasta sagkalimi ile iliskilendirilmistir . Bir
insan timor ksenograft fare modelinde, ER stresi timor gelisimi ve ilerlemesi tizerinde pro-

sagkalim etkileri gostermistir(Yadav RK ve ark ., 2014).

Bu tez calismasinda 24 saat 47 uM ULK-101 ile muamele edilmis ULK-101 grubu ve
21 saat siiresince 1 M tunikamisin ile 6n muamele edilmis, ardindan tunikamisin varliginda
3 saat siiresince 47 uM ULK-101 ile muamele edilmis ULK-101 + Tunikamisin grubu
kontrole gore anlamh artis gosterse de, 24 saat 1 uM tunikamisin ile muamele edilmis

tunikamisin grupuna gore anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (Sekil 4.2) (p<0,05).

Bir bagka calismada insan glioma hiicre hattinda IRE1a'nin genetik olarak silinmesi,
bu hiicreler daha sonra farelere enjekte edildiginde anjiyogenezi inhibe ettigi ve tiimor
biiyiimesini azalttigi goriilmiistiir. IREl1a-XBP1ls yolunun ayrica ¢-MYC sinyallemesini
aktive ederek prostat kanseri bliylimesini destekledigi gosterilmistir PERK'in, oksidatif hasari
simnirlayarak  meme kanseri fare modellerinde tiimor biliylimesini  destekledigi

belgelenmistir(Oakes ve ark ., 2020).

Zhang ve ark. (2017) LYN-1604"n vahsi tip ULK]1 transfekte edilmis HEK-293T
hiicrelerinde ser318'de mATG13 fosforilasyonunu artirdigin1 ortaya koymustur ve bu da
LYN-1604"in canli hiicrelerde ULK1'i aktive ettigini gdstermektedir. Ancak, ULK1 % ve
ULK1 "** mutantlar;, LYN-1604 varliginda mATG13 fosforilasyonunda yalnizca ihmal
edilebilir bir azalmaya neden olurken, ULK1 Y** mutan1 mATG13 fosforilasyonunu énemli
Olgiide azaltmistir. Ek olarak, bilinen bir ULK1 inhibitérii olan SBI-0206965, LYN-1604
tarafindan indiiklenen kinaz aktivitesini belirlemek i¢in kullanilmistir. SBI-0206965'in (300
nM) LYN-1604'tin neden oldugu ULKI1 kinaz aktivitesi artisini belirgin sekilde tersine

cevirebilecegini gozlemlemislerdir.
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LC3-II diizeyleri, TM (24 saat boyunca) ve Baf ile birlikte tedavi edilen LNCaP
hiicrelerinde, yalnizca TM veya Baf ile tedavi edilen hiicrelerde gdzlemlenen diizeyle
karsilastirildiginda 6nemli 6l¢lide artmistir. Baf'in, bu deney i¢in Onerildigi gibi, yalnizca 24
saatlik tedavi siliresinin son 3 saatinde dahil edildigine dikkat edin . Sadece Baf ile yapilan
tedaviyle karsilagtirildiginda, TM art1 Baf ile birlikte yapilan tedavi LC3-II seviyelerinde
yaklagik %59'luk bir artisa neden olmustur(Luhr ve ark ., 2019).

ULK-101 uygulamasinin otofajik aktivite iizerindeki etkinligi hem LC3-II ELISA kiti
ile hem de gen diizeyinde qRT-PZR analizi ile incelenmistir. Otofajinin kanserde ikili bir rolii
olmasma ragmen, yukarida ifade edildigi gibi otofaji meme kanseri gelisiminde tiimor
ilerlemesini destekleyerek kanser hiicreleri i¢in koruyucu bir mekanizma olarak hareket
ettigini gostermistir. 47 uM dozda 24 saatlik inkiibasyon ile ULK-101 uygulamasinin, MCF7
hiicrelerinde otofajiyi hem LC3-II ELISA analizinde hem de qRT-PZR analizinde anlaml1 bir
sekilde inhibe ettigi gosterilmistir. 2 uM LYN-1604 uygulamasinin ise kontrol grubu
hiicrelerine kiyasla MCF7 hiicrelerinde p<0,01 anlamlilikta otofajik aktivitede artis meydana

getirdigi gozlemlenmistir.

LiJ ve ark.(2009) kolon kanseri hiicrelerinde 5-FU tarafindan indiiklenen apoptozu
gozlemlemlediler. Bunun yan1 sira , otofajinin ise de uyarildigini. 3-MA ve 5-FU'nun
kombinasyon tedavisi apoptotik hiicre 6liimiinii onemli 6l¢iide artirmigtir. Mitokondri ve
sitozoliin alt hiicresel fraksiyonlarini izole ederek, kombinasyonla tedavi edilen hiicrelerde
sitokrom ¢ saliniminin arttigin1 gézlemlenmistir. Sitokrom c, kaspaz-3'iin aktivasyonuyla
sonuglanmistit ve boylece PARP'yi aktive ettigi gézlemlenmistir. Dahasi, anti-apoptotik

protein Bcl-xL, 3-MA tarafindan 6nemli 6l¢iide asag diizenlemustir.

Bu tez projesinde ise ULK-101 muamelesi apoptoz iligkili genlerin ekspresyonunda
CASP9 ve CYCS genlerinin ekspresyonunda 6nemli artisa (p<0.001) ve BCL2 gen
ekspresyonunda onemli azalisa (p<<0.01) yol agmistir (Sekil 4.10). Apoptoz iliskili genlerin
ekspresyon diizeyleri géz 6niinde bulunduruldugunda ULK-101 uygulamas1 apoptoz uyarict
etki gdstermistir. Tunikamisin uygulamasi sonrasi ise apoptoz iligkili genler
dgerlendirildiginde ise CASP9 ve CYCS genlerinde anlamli ekspresyon artislar: saptanmistir .

Bu sonugtan hareketle tunikamisinin apoptozu tesvik edici etki gosterdigi anlagilmaktadir.
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Yang ve ark (2020) memeli rapamisin hedefi (MTOR) kompleksi 1'in, kiiltiirlenmis
kondrositler iizerinde kayma stresi sivi akisi tarafindan indiiklenen otofaji ve ER stresinin
koordinasyonunda rol oynadigini belirtmislerdir. TM tarafindan indiiklenen UPR'nin
kondrositleri apoptozdan korumak i¢in otofaji aktivasyonuyla sonuglandigini, ancak kalici
UPR'nin  kondrositlerin apoptozunu indiikledigini gostermektedir. Ek olarak, glikozla
diizenlenen protein (GRP) 78'in baskilanmasindan sonra, UPR tarafindan indiiklenen otofaji
aktivasyonu engellenmistir. TM ile 24 saatlik tedaviden sonra, 3-MA ile onceden tedavi
edilmis kondrositler arasindaki apoptoz orani, normal kondrositler arasindakinden ¢ok daha
yiikksektir . Bu sonug, TM'ye maruz kalan kondrositlerde otofaji'nin koruyucu etkisini

dogrulamstr.

Baska bir calismada ER stresi sirasinda ilk otofaji aktivasyonunun énemini
degerlendirmek i¢in PC-3 hiicreleri tunikamisin varliginda klorokin ile tedavi edilmustir.
Klorokin ve tunikamisin varliginda PC-3 hiicrelerinin sinerjik hiicre 6liimii PC-3 hiicreleri
Tun (5 pg/ml) ve ya klorokin 50 pg/ml ve ya kombinasyonu ile 24-72 saat siireyle tedavi
edimistiri ve hiicre 6limi WST-1 boyama ile dl¢iilmiistiir. Klorokin ve tunikamisin birlikte
uygulandiginda PC-3'"lin sinerjik hiicre 6liimii meydana gelmistir Bu da baglangictaki otofajik

aktivasyonun hiicre sagkalimi i¢in 6nemli oldugunu diisiindiirmektedir(Guha ve ark ., 2017).

Bu tez projesinde, MCF7 hiicrelerinde tunikamisin indiiklii sitotoksisiteye kars1t ULK-
101 inhibe etkisi WST-8/CCKS sitotoksisite testi ile degerlendirilmisdir.

ER stresi ile otofaji arasindaki iligki lizerine yapilan c¢alismalar, LC3'i diizenleyen
sinyal yollarini ve faktorleri ¢6zmeye yogun bir sekilde odanaklanilmistir. Bir dizi farkli ER
stresOriiniin, PERK'in eylemini gerektiren bir sekilde LC3-II seviyelerini ve LC3 noktalarin
artirdig1 bildirilmistir Ayrica. IRE1 PERK-elF2a-ATF4 kolu, LC3B , ATG12(ATGS , ULKI1
BECNI , ATG16L1 , ATG3 , ATG7 , ATG10 , GABARAP ve GABARAPLI1 yukari
diizenledigi bildirilmistir. Bu goézlemlere dayanarak, UPR'nin genel olarak PERK/IRE1
tarafindan yonlendirilen bir transkripsiyonel program araciligiyla otofajiyi aktive ettigi
cikarimi yapilmistir. Ek olarak, IRE1, BCL2min JNK aracili fosforilasyonunu tesvik
edebilecegi bunun da Beclin-1'in LC3 noktalarmin olusumunu artirma yetenegini

indiikleyebilecegi ileri siiriilmiistiir(Luhr ve ark ., 2019).
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Wu ve ark.(2020) Western blot analizi ile GRP78, ATF4, CHOP ve GADD34 dahil
olmak tizere UPR ile iliskili diizenleyicilerin protein diizeylerinin normal kondrositlerde
diisiik oldugunu gdstermistir . Ilging bir sekilde, bu dért proteinin kondrositlerdeki ifade
diizeyleri, 24 saatlik TM tedavisinden sonra 6nemli 6l¢iide artirmistir. Ayn1 zamanda, otofajik
vezikiillerin ¢ekirdeklenmesiyle iligkili olan Beclin-1'in ifade diizeyi, 12-24 saatlik TM
tedavisinden sonra 6nemli dl¢iide artis gdstirmistir. Bu arada, 12-24 saatlik TM tedavisinden
sonra LC3B-II ifadesinde hizli bir artis saptanmistir (Western blot sonuglari, TM'nin UPR'y1
ve ayni zamanda kondrositlerde in vitro otofaji aktivitesinde bir artis1 indiikledigini ortaya

koymustur.

Sonuglar biitiin olarak degerlendirildiginde otofaji inhibisyonunun insan meme
hiicrelerinden olan MCF7°de canlilig1 azalttigi belirlenmistir. Bu inhibisyona bagl olarak
otofaji ile iliskili genlerde ve LC3II protein seviyesinde anlamli bir azalma, apoptoz iliskili
genlerde ve Kaspaz-3 protein seviyesinde anlamli bir artig gézlemlenmistir ve bunun yani sira
ER stres aktivatorii olan tunikamisin otofoji ile iliskili genlerde anlamli bir artisga neden
olmustur. Otofaji ve ER stresi arasindaki iliskiyi net olarak anlamak i¢in daha fazla

arastirmaya ihtiyag vardir.
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6.SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, yapmis oldugumuz calisma MCF7 insan meme kanseri hiicrelerinde ULK-
101 vetunikmisin doz ve zaman bagimli sekilde sitotoksik etkiye sebep oldugunu ortaya
koymustur. Ayrica ULK-101 +tunikamisin kombine uygulamasi sonrasinda hiicrelerin koloni
olusturma yetenekleri baskilanmistir. . Sonrasinda LYN-1604, ULK-101, tunikamisin, LYN-
1604+ULK-101, ULK-101+tunikamisin 24 saat siiresince devam eden uygulamalar yapilmis
ve otofajik aktivitede kontrol gruplarma kiyasla anlamli bir artts LYN-1604 uygulmasinda
gorilmiistiir.Bu sonuglara gore LYN-1604 hiicrelerde otofojiyi indiikleyen terapotik bir ajan
olarak kullnila bilir oldugunu diisiinmek miimkiindiir.Tunikmaisin ve ULK-101 kombine

halde uygulamasi ise hiicrelerde otofojiyi daha fazla azaltmigstir.

Bununla birlikte meme kanseri tedavisinde ER stres veya otofajiyi, ya da her ikisini
birden hedefleyen yontemlerin gelisiminde ve yeni molekiiler adaylarin belirlenmesinde de
faydali olacag diisiiniilmektedir. Meme kanseri, halen diisiik sagkalim oranina sahip olsa da
bu molekiiler etkilesimlerin daha iyi anlagilmasi ve hedeflenmesiyle gelecekteki tedavi

yaklagimlarinda 6nemli bir ilerleme saglayabilir.
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8. EKLER

8.1. EK 1 Etik Kurul Karari

NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESH
ILAC VE TIBBI CIHAZ DISI ARASTIRMALAR ETIiK KURUL KARARI

| Toplant: sayis1:175 Toplant: Tarihi: 05 Mayis 2023 |

Karar Savis1:2023/4319:(Basvuru 1D:14099) N.E.U. Meram Tip Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri
Bolimii Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Dali Ogretim Uyesi Dog. Dr. Hatice Giil DURSUN’un “Otofaji -
ER Stres Etkilesiminin Meme Kanseri Hiicrelerinin Proliferasyonu ve Metastazi Uzerindeki
Etkilerinin Arastinlmasy” bashkl yiiksek lisans tezi ile ilgili 30.04.2023 tarihli dilekgesi ve ekleri
goriigiildi. Yiiksek lisans grencisi Sona EMINOVA’nin tez calismasimin N.E.U. Meram Tip Fakiiltesi
Temel Tip Bilimleri Béliimii Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Dalh Ogretim Uyesi Dog. Dr. Hatice Giil
DURSUN’un sorumlulugunda yiiriitiilmesinin uygun olduguna oybirligi ile karar verilmistir.

Not: Caligma ile ilgili gerekli izinlerin alinmas: ve yasal sorumluluk arastirmacilara aittir.

Sorumlu Arastirmac:: Dog. Dr. Hatice Giil DURSUN

Yardimer Aragtirmacilar: Yiksek Lisans Ogrencisi Sona EMINOVA
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