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OZET

Otofajik yollar, akciger kanseri (LC) etiyopatojenezisine katkida bulunurlar.
Otofajinin anahtar diizenleyicisi olarak tanimlanan hiicre i¢i kalsiyum seviyeleri,
kalsiyum kanallar1 tarafindan kontrol edilir. Gegici potansiyel metastatin 5'in
(TRPMS) otofajik yollarda roliinlin olup olmadigi bilinmemektedir. Bu ¢alismada,
akciger kanseri A459 hiicre hattindaki otofajik yol {izerinde, bir kalsiyum kanali
olan TRPMS5'in roliiniin arastirilmasi amaclanmistir.

A459 %5 CO2, % 95 hava ile 37°C'de nemlendirilmis bir inkubatorde % 5
fetal bovin serumu igeren RPMI-1640 ortaminda olusturuldu. A459 hiicre
dizisindeki TRPMS, siRNA araciligiyla bloke edildi. A459 hiicrelerinden RNA
izolasyonu ise l¢lii reaktif ile yiiriitiildii. Otofaji ile iliskili genlerin mRNA ifade
sekilleri kantitatif RT-PCR (QRT-PCR) ile gosterildi.

Transient Receptor Potential Melastanin 5-siRNA grubundaki TRPM5
mRNA expresyon diizeyinin, kontrol grubuna gore anlamli derecede azalmis oldugu
goriildii. siRNA verimliligi ise qRT-PCR wverileri kullanilarak % 83 olarak
hesaplandi. Ayrica, qRT-PCR sonuclart kontrol grubu ile karsilastirildiginda
TRPMS5-siRNA grubunda, otofaji ile ilgili genler olan ATG3, ATG5, ATGI0,
ATG12, LC3A, LC3B, LAMP3BECLIN1, AMBRA1l, ULKE3 seviyelerinde
belirgin bir artis oldugu gosterildi.

Transient Receptor Potential Melastanin 5-siRNA uygulamasi, otofajik
yollardaki genlerin ekspresyonunu agik¢a arttirmaktadir. Bu veriler, TRPMS
supresyonunun, otofajik mekanizmalar1 harekete gecirebilecegini gostermistir.
Kanserde, otofajinin, hiicrelerin hem sagkalimina hem de 6liimiine yol agabilen iki
farkli fonksiyon gosterebilecegi tespit edilmistir. TRPMS ile ilisikili otofajin tespit
edilmesi ile TRPMS otofajisi hedef alinarak inhibisyon ya da aktivasyon yapilabilir.
Bu durum, hiicrelerin otofajik 6liimiine yol agan kanser tedavilerinin gelistirilmesine
katkida bulunabilir.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri, otofaji, TRPMS5 iyon kanallari, Hiicre
kiiltiirii, gRT-PCR.



ABSTRACT

THE STUDY OF TRPM5 ION CHANNEL IN THE LINE OF AUTOFACIAL
CELL IN LUNG CANCER CELL LINES

Autophagic pathways are contribute to lung cancer (LC) ethiopathogenesis.
Intracellular calcium levels described as key regulator of autophagy are regulated by
calcium channels. It is not known whether transient potential melastatin 5 (TRPM5)
has a role in autophagic pathways. In this study, it is aimed to investigate the role of
TRPMD5, a calcium channel, on autophagic pathways in lung cancer A459 cell line.

A459 cells were grown in RPMI-1640 medium containing 5% fetal bovine
serum in a humidified incubator with 5% CO; and 95% air at 37 °C. In A459 cell
line, TRPM5 was blocked through siRNA. RNA isolation from A459 cells was
conducted with Tri Reagent. mMRNA expression profiles of genes related with
autophagy was demonstrated by quantitative RT-PCR (QRT-PCR).

Transient Receptor Potential Melastanin 5 mRNA expression level in
TRPM5-siRNA group was demonstrate significiant decrease against to control
group. siRNA efficiency was calculated as %83 using qRT-PCR data. In addition,
gRT-PCR results demonstrated that compared with the control group there was a
significant increase in autophagy related genes ATG3,ATG5, ATG10, ATG12,
LC3A, LC3B, LAMP3 BECLIN1, AMBRA1, ULKE3 expression levels in TRPM5-
SiRNA group.

Transient Receptor Potential Melastanin 5-siRNA application clearly
increases the expression of genes involved in autophagic pathways. This data shows
that TRPM5 suppression can activate autophagic mechanisms. In cancer it has also
been determined that autophagy may show two different function in the way leading
to both the survival and the death of the cell. Determining that autophagy is
associated with TRPMS5, by targeting TRPM5 autophagy can be inhibited or
excessively increased so it may contribute to the development of cancer treatments
leading to autophagic death of the cell.

Key Words: Lung cancer, Authophagy, TRPM5 ion channel, Cell Culture, qRT-

PCR.
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1. GIRIS

Giiniimiizde bilim ve teknolojik gelismelerin hizla ilerlemesine ragmen
hala biiyilk oOlim oranina sahip olan kanser hastaligit tam olarak
aydinlatilamamaktadir. Diinya genelinde bir¢ok arastirici kanser alaninda genis
biitgelerle ¢alismasina ragmen halen cevap bekleyen bir¢ok soru bulunmaktadir.

Kanserlesen hiicrelerin, normal viicut hiicrelerine gore birgok degisim
gecirdigini kanser iizerine yapilan arastirmalarda elde edilen sonuglardan
anlayabilmekteyiz. Her kanser tipinde bu degisimler aymi olmadigi gibi ayni
kanser tipinin farkli donemlerinde de farklilik arz etmektedir. Ayrica kisiden
kisiye de ayn1 kanser tipi farklilik géstermektedir. Hastaligin tedavisini de bu
durum giiglestirmektedir.

Karsinogenez, normal hiicrenin, kanser hiicresine doniisiim i¢in gecen
stiregtir. Hiicrenin genetik materyalinde meydana gelen mutasyonlarin birikimi
ile bu degisim olusur. Hiicrenin siirekli olarak boliinmeye baslamasi, hiicre
dongiistinii kontrol eden genlerde olusan mutasyonlara baglidir. Kanser gelisimi,
boliinme kontroliiniin kaybina bagli olarak hiicrenin asir1 ¢ogalmasiyla olur (1).

Cok basamakli bir siire¢ olan karsinogenezisde, bir hiicrede olusan
genetik mutasyon diizeltilmeden hiicre ¢ogalmaya baslar ve apoptozise ugramaz
ise olusan transforme hiicre boliinerek cogalmaya baslar. Bu mutasyonlar ile
invaziv yetenegi olan ve uzak yayilim yapabilen hiicreler olusup monoklonal
kitle olusturmaz. Ornegin bagirsak duvarma yapisik olarak iyi huylu timér
olarak cogalan polipler, Adenomatdz poliposis coli (APC) tiimor baskilayici
genin ifadesinin kaybit olusur. K-ras geninin aktivasyonu ile kontrolsiiz
boliinmeye baglayan bu polip daha sonra genis bir polip olusturur ve sinif Il
adenom adin1 alir. Kolorektal kanserlerde mutasyonlu (DCC) tiimér baskilayici
genin ifade kaybi ile sif Il adenom, sif Il adenom olarak adlandirilir.
Prekanser6z olarak adlandirilan, ii¢c mutasyon geciren bu adenom, tiimér protein
53 (p53) tiimor siipresor gen kaybi ile invaziv yetenek kazanir ve karsinoma
admi alir. Bazal laminay1 gegerek (2) metastatik etki ile yayilim gergeklestirir
(Sekil 1)
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Sekil 1. Bagirsak adenomunun kanser hiicresine doniisiim siireci (3)

Koken aldigr hiicre tipine gore kanseri ii¢ ana grupta toplayabiliriz. Insan
kanserlerinin ¢ok biiyiikk kismini olusturan epitel hiicre kaynakli karsinomlar, kan
veya immiin sistem hiicrelerinden kaynaklanan lésemi veya lenfomalar ve kas,
kemik, kikirdak ve fibroz doku kaynakli sarkomlardir. Ayrica koken aldig: hiicrenin
disinda olustugu hiicreye gore de kanser degisiklik gostermektedir. Ayri cografyaya,
yasam kosullarina insan irklarina ve beslenme aliskanliklarina gore de ayni kanser
tiirii degisiklikler gostermektedir.

Kanser 6liim sebebi olarak bugiin ikinci sirada yer almaktadir (4, 5) Akciger
kanseri %30 oranla kanser nedenli oliimlerin basinda gelmektedir (6). Akciger

kanserleri kanser vakalarmin goriillme sikliginda, prostat ve meme kanserlerinden



sonra Ugilincii sirada yer almaktadir (6). Bes yillik sag kalim orani ise akciger
kanserinde % 15 olarak bilinmektedir (7, 8).

Belli bir yasam siirecinden sonra normal bir hiicre programli bir sekilde
kendini yok etmektedir. Apoptozis ya da programli hiicre 6liimii olarak bilinen bu
stireg ile yaslanmis hiicreler ortadan kalkarken geng¢ ve yeni hiicreler ile organizma
devamimi saglar. Apoptozis, enerji gerektiren belli proteinlerin aktiflesmesi ile
baslayan hiicrenin kendi kendini yok ettigi bir siiregtir. DNA nin 50-200 baz ¢ifti ve
katlar1 seklinde kesilmesi bu durumun en belirgin 6zelligidir. Bu islem aktif kaspaz
ile saglanmaktadir (9).

Multifaktoriyel bir hastalik olan karsinogenez, sadece bir genden sorumlu bir
mekanizma degil bir¢ok genin etkisi ile olusur. Hiicre iginde baska yolaklarin
aktiflenmesine neden olan bu siire¢ bir genin mutasyonu bonucunda, asir1 ifadesi ile
olusur ya da tiimor baskilayici genler olarak bilinen genlerin, delesyonu, promotor
metilasyonu veya mutasyonu ile bu genlerin ifadelerinin ortadan kaybolmasi
nedeniyle karginogenezi artirici etkiye sahip molekiillerin artisina neden olmaktadir.
Hiicre proliferasyonu indiiklenir ve kontrolsiiz biiyiiyen hiicrenin yeni mutasyonlar
gecirmesiyle tamamen farkli bir hiicre olusur (10).

Transient Receptor Potential Melastanin 5, ilk olarak Beckwidth-Wiedemann
sendromu (BWS) olarak bilinen tiimor tireten durumla iliskili genleri arastirirken
tanimlanmistir.  Ilk calismalar TRMP5'i BWS ile iliskilendirmekte basarisiz
olmasina ragmen genin temel yapisi tamimlanabilmistir (11, 12). insandaki TRPM5
geni, kromozom 1l iizerinde 24 ekson igerir ve 1,165 amino asitlik bir proteini
ongoren 3,495 bp'lik bir agik okuma ¢ergevesi igerir (12) .Ortolog fare geni,
kromozom 7'nin sentetik distal ucunda bulunur ve 1,158 amino asitlik bir proteinin
ongoriildigii agik okuma gergevesi igerir. TRMP5, TRMP4'e en yiiksek benzerligi
(amino asit seviyesinde %40 6zdeslik) gostermekte olup , soguk ve metol reseptorii
TRMP8 benzeri diger TRMP kanallariyla daha uzak olarak iliskilidir(13, 14). Diger
transient reseptor potansiyeli (TRP) kanallar1 gibi, TRMP5'in alti1 transmembran alan
igerdigi ve bir tetramer olarak birlestigi diisiiniilmektedir (15, 16).

Bu ¢alismada kiigiik hiicreli olmayan akciger kanser hiicre dizisi LC 3 TRPM
5 geninin durdurulmasinin otofaji genleri tizerindeki olas1 etkilerinin mekanizmalari

ile arastirilmasi planlanmustir.



1.1. Kuramsal Bilgiler Ve Literatiir Taramasi

1.1.1. Akciger Kanserleri

Kanser nedenli 6lim sebepleri arasinda akciger kanserleri ilk sirada yer
almaktadir. Olustugu organ sikligina gore akciger Kkanseri prostat ve meme
kanserlerinden sonra gelmektedir. Kiiciik hiicre disi akciger kanseri (KHDAK)
akciger kanserlerin % 80°ini olusturmaktadir (17). NSCLC yaklasik %45°i adeno ve
skuamoz tipi iken, %65°1 heterojenite gosterir (18). Evre 1 ve 2 olan hastalar opere
edilirken, evre 3 hastalarinin bir kismimna operasyon, bir kismina ise radyoterapi ve
kemoterapi uygulanmaktadir (19). Buna ragmen 3 yillik yasam beklentisi evre 2
hastalarda %35-50, evre 3 hastalarda % 28 (20), NSCLC hastalarinda 5 yillik sag
kalim ise %15 dir (21). Cerrahi girisim, kemoterapi ve radyoterapi uygulanmasi ile
erken evre hastalarinda sag kalim orani artmaktadir. Ancak ileri evre hastalarinin
biiyiikk bir kismina cerrahi uygulanamamaktadir. Sag kalim oranini da bu durum
etkilemektedir. Ayrica sag kalim orani ileri evre hastalarin kemoterapiye ve
radyoterapiye olan direngleri nedeniyle azalmaktadir (17). NSCLC molekiiler
mekanizmalar1 tam olarak bilinmemektedir (Tablo 1).

Tablo 1. Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserlerinde genetik mutasyonlar (22)

Resesif Onkogen Baskin Onkogenler

Rb mutasyonu %20 ras mutasyonu %30

P53 mutasyonu >0650 Her 2/neu asir1 ifadesi %50

3p delesyonu >%50 myc asir1 ifadesi %50

Mikrosatellit degisimi var bcl-2 agir1 ifadesi %50
telomeraz ifadesi %90

Akciger kanserlerini akciger parankimi veya solunum yollarindan
kaynaklanan tiimérler olusturur. Diinya Saglhk Orgiitii (DSO) 6nerisine gore akciger
kanserlerinin histopatolojik siniflandirilmas: yapilmaktadir. Akciger kanserleri buna
gore temel olarak kiigiik hiicreli akciger kanserleri (KHAK) ve kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanserleri (NSCLC) olmak {iizere iki gruba ayrilirir. Tiim akciger
kanserlerinin %95’ini bu iki grup teskil eder. Akcigerlerden kaynaklanan diger

timorler geri kalan %5°1lik orani olusturur (23), (Tablo 2).



Tablo 2. Akciger kanserlerinin DSO’niin siniflandirilmasi (22)

Akciger Kanseri [nsidans

Kiiciik hiicreli akciger kanserleri %20

Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserler %75

e Adeno kanser %35

o Skuamoz hiicreli kanserler %30
e %10

e Biiyiik hiicreli kanser

Digerleri %5

e Karsinoid tiimorler

e Pulmoner lenfoma

o Mukoepidermoid karsinoma
e Adenoid kistik karsinoma

e Sarkomlar

Akciger kanserleri uluslararas1 kabul gérmiis tiimor, nodiil ve metastaz (TNF)
sistemine gore siniflandirilmaktadir. Buna gore;

EvrelA; Timdr ¢ap1 <3 cm, akciger veya viseral plevra ile ¢evrili, lob brons
proksimaline invazyon yapmamis tiimérler.

EvrelB; Timor ¢ap: >3 cm ana brons invazyonu olup ancak karinaya invaze
olmayan tiimorler

Evre 11A; Timor ¢apr <3 cm, akciger veya viseral plevra ile gevrili ve hiler
veya intrapulmoner lenf nodu metastazi yapmig tiimorler

Evre 1IB; Timoér capt >3cm ana brons invazyonu olan ve hiler veya
intrapulmoner lenf nodu metastazi yapmis tiimorler

Evre Il1A; Herhangi biiyiikliikte olup, mediasten invazyonu olan ve hiler
veya intrapulmoner lenf nodu metastazi yapmis tiimorler

Evre 111B; Herhangi biiyiikliikte olup, mediastene direk invazyonu olan ve
ayn1 taraf medastinal, hiler veya karsi taraf supraklavikiiler lenf bezi metastazi

Evre 1V; Herhangi biiyiiktiikte tiimor ve uzak metastaz Kanserin evre ve
tipine gore akciger kanserinde tedavi degisir. Evre I, 1l hastalarda buna goére cerrahi
uygun iken bazi evre IllA hastalara da cerrahi girisim uygulanmaktadir. Yayilimin
yaygin olmasi nedeniyle diger evre IlIB ve IV hastalara cerrahi girisimde
bulunulamamaktadir. Radyoterapi ve kemoterapi biitiin hastalara
uygulanabilmektedir (22).



1.1.2. invazyon ve Metastaz

Kontrolsiiz biiyiiyen kanser hiicreleri bulunduklar1 dokuda diger dokular
itmeye baslarlar. Mutasyonlar da bu siiregte devam etmektedir. Invazyonun
gerceklesmesi ¢ok onceleri geleneksel goriis olarak baskiya maruz kalan dokunun
daha sonra tiimoriin biiyiimesine baglanmistir. Bu goriis ancak bugiin gegerli
degildir. Kontrolsiiz boliinen kanser hiicreleri invazyon ve metastaz1 4 basamakta
gerceklestirmektedir (24).

Yapilan arastirmada kanser hiicrelerinde kadherin ailesinden N kadherinin
ifadesinin arttigi ve E kadherinin ifadesinin azaldigi gosterilmistir (25). Bazal
laminaya a5B3 integrin proteini ile fibronektin araciliyla tutunan kanser hiicresinin E
kadherin ifadesinden yoksun oldugu gosterilmistir (26). Hiicre hareketliligi kazanmis
olan kanser hiicresinin bu tutunma hareketi sabit olmayip amoboid hareket
yapmaktadir. Sitoplazmanin miyozin kasilmalar1 ile kasilip gevseyerek hiicre
hareketini gercgeklestirmesi aktin proteinin yeniden organize olarak yalanci ayak
olusumu, fillipoda olusumu ve lamellipoda olusumlari ile saglanir (24).

Kanser hiicresi bu hareketlilikten sonra ekstraseliiler matrikse ulasir. Matriks
metalloproteaz ve plazmin gibi proteazlarin yardimiyla buradaki bariyeri asar (25).
Matriks metalloproteaz inhibitoriiniin  kanser hiicrelerinde ifade edilmedigi
dolayisiyla matriks metalloproteazlarin asir1 ifadesinin oldugunu goésteren yayinlar
vardir (25). Ayrica hiicrede plazmin artisinin olmasi {irokinaz reseptoriine
baglanmustir (25). Ekstraseliiler makriksin parcalanmasina neden olan bu iki proteaz
kanser hiicrelerinin ekstraseliiler matrikste ilerlemesine sebep olmaktadir.

Ekstraseliiler matriksteyken damar endoteline ulasan kanser hiicresi timor
iligkili makrofaj (tumor assosoiated macrophage) ile arasinda parakrin bir ilmik
olusur. Tumor iliskli makrofaj C-met (hepatosit biiylime faktor reseptorii) ile
epidermal biiyiime faktorii salgilar bunu epidermal biiyiime faktor reseptorii ile alan
timor hiicresi hepatosit biiyiime faktorii salgilar (24). Bu da invazyon indiikleyicisi
olan kemokinin 12 ya da SDF-1 olarak bilinen proteininin ifade edilmesine neden
olur (24). Hiicre endotelden damar igine bu parakrin ilmik olusumu ile ekstravaze
olur.

Damar igine ekstravasyon yapan tiimor hiicresi, iist ana toplar damar veya

lenf damarlarinda ise akcigere, alt ana toplar damar da ise karacigere metastaz yapar.



Trombositler ile kendine bir ortii yapan tiimor hiicresi damar ig¢inde savunma
hiicresinden kagar. Boylelikle timor embolisi olusumu esnasinda dar yatakli
organlardan gecerken kilcal damarlara takilir tutundugu organa yayilimi buradan
tekrar invazyon yaparak olur (24).

Tim bu siireg tiimor hiicresinin ugradigi mutasyonlara bagli oldugu kadar

bulundugu ortamda varolan mikro g¢evre ile de iligkilidir (25).

1.1.3. Apoptozis

Latince kelime anlami1 olarak apopitoz sonbaharda yere diisen yaprak olarak
tanimlanir. Apopitoz programli hiicre dliimii olarak ta tanimlanir ve bu siirecte hiicre
zar1 cepgikler yapar, DNA kromatinler degragasyona ugrar ve kondanse olur, hiicre
kiigiik cisimciklere ayrilir ve makrofajlar tarafindan fagosite edilerek yok edilir.

B-Cell Cll/Lymphoma -2 ailesi ve kaspazlar olmak tizere apoptotik siirecte iki
protein ailesi rol alir. Bcl-2 ailesi, apoptotik siireci indiikleyen ve baskilayan zit etkili
iki gruptan olusur. Apoptotik baskilayici grup bcl-2 ve bel-XL indiikleyici grup ise
bax, bcl-Xs, Bad, Bak ve Bid iiyelerinden olusur. Bu iki grup arasinda normal bir
hiicrede bir denge mevcuttur. Eger baskilayicilarda artis olursa hiicre yasamaya
devam ederken indiikleyiciler de artis olursa hiicre apoptoza gider.

Kaspazlar ise apoptozda yer alan proteazlardir. Kaspazlar, zimojen olarak
sitoplazmada bulunan aktif merkezde sisteinlerin yer aldig1 proteazlardir. Kaspazlar,
efektor kaspazlar 3, 6, 7 ve baslatic1 kaspazlar 2, 8, 9, 10 olmak {izere iki gruba
ayrilir (9).

Hiicrede apoptozis, i¢ yolaklar (intrinsik) ve dis (ekstrinsik) yolaklar olarak
bilinen iki yolla indiiklenir. Apoptozun aktivasyonunda dis yolaklar araciligiyla
Ornegin, timor nekroz faktor reseptor (TNFR) ailesinden olan Fas reseptor ligandina
(FasL), Fa baglandiktan sonra reseptor membranda dimerize olur ve aktiflesir.
Boylece prokaspaz 8, reseptoriin stoplazmik kisminda yer alan bolgelerine baglanir.
Kaspaz 8 prokaspaz 8’in kendi kendini kesmesi ile aktiflesir, prokaspaz 3’i keserek
aktiflestirir ve boylece kaspaz kaskati olusur (Sekil 2.) hiicreyi apoptozise gotiiriir
(27).
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Sekil 2. Fas reseptor araciligi ile apoptozisin uyarilmasi (3)

Ic yolakta ise p53’iin aktivitesi ile mitokondriden sitokrom c ¢ikist sonucu
apoptotik aktivator faktor 1 peptidaz (Apaf-1) aktif hale gelir veya Bcl-2 ailesi
proteinlerinin proapoptotik tyeleri artar. Prokaspaz-9 aktif Apaf-1 ile aktif kaspaz 9
haline gelir. Prokaspaz 3 aktif kaspaz 9 ile aktifleserek kaspaz kaskatinin olusmasina
(Sekil 2) dolayisiyla apoptozise sebep olur (27).

B-Cell Cll/Lymphoma-2 ailesi tiyelerinin ifadelerinin artis1 ya da azalist
apoptozis siirecinde 6nemlidir. Birgok kanser tiiriinde fosforlanmis bad miktarinda
artis olmaktadir. Bad proapoptotik molekiilii fosforlandiginda diger bad molekiilerine
baglanarak mitokondri zarinda bad/bcl-2 heterodimer yapisina katilamamakta ve

hiicre apoptozise ugrayamamaktadir (28).
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Sekil 3. Apoptozun mitokondriden sitokrom ¢ salinimi ile aktive edilmesi (3)

1.1.4. Otofaji

Otofaji, normal biiyiime ve stres kosullar1 altinda hiicresel homeostazin
stirdiiriilmesi ve hiicre canliliginin korunmasinda kritik islevlere sahip olan son
derece korunmus bir siirectir. Hiicresel, organellerin sitoplazma ve otofagozomlar
olarak adlandirilan ¢ift kat membranl vezikiillerde tutulmasini, kendi kendini yeme
islevi ardindan lizozomlarda kargonun pargalanmasini igerir. Bdylece yeni
biyomolekiillerin sentezi icin gerek duyula yapi taslarmin ve enerjinin geri
doniisimii saglanmis olur (29).

Otofajinin;, mikrootofaji, makrootofaji ve saperon aracili otofaji olmak
tizere 3 farkli tipi vardir. Bunlarin tamamu sitozolik igeriklerin lizozomdaproteolitik
olarak parcalanmasini tesvik eder. Makrootofajide sitoplazmik kargo, otolizozomu
olusturmak i¢in lizozom ile birlesen otofagozom olarak adlandirilan cift kat
membran ile ¢evrili bir vezikiil araciligiyla lizozoma aktarilir. Bunun aksine
mikrootofajidesitozolik igerikler lizozomalmembranin invaginasyonu araciligiyla

lizozomun kendisi tarafindan dogrudan alinir. Saperon araciliotofajide ise saperon



proteinleri  (Hsc-70 gibi), hedef proteinler ile kompleks bir sekilde
lizozomalmembrandan ayrilarak pargalanir. Makro ve mikrootofajide biiyiik yapilar
secici ve segici olmayan mekanizmalar araciliiyla kusatilabilir (30).

Otofaji, y1gin haldeki sitoplazmik materyallerin lizozomal olarak islenmesine
yol acarak se¢ici olmayan bir tarzda ya da ribozom (ribofaji), mitokondri (mitofaji)
veya lipidler (lipofaji) gibi organeller ve spesifik proteinlerin hedeflenerek
parcalanmasini igerecek sekilde segici tarzda olabilir. Son yillarda segici otofajiyi
diizenleyen mekanizmalar arastirmalarin odak noktasi haline gelmistir. Bazal
otofajidekidefektler protein agregatlari ve hasarli organellerintoksik birikimi ile
sonuclanirken, stres araciligiyla uyarilan otofajidekidefektler esas olarak hiicre
canliligini smurlandirir. Her iki durumda da, olast genom biitlinlik ve
kararliligindaki bozulmasi sonucu; kanser, karaciger bozukluklari, nérodejenerasyon
ve yaslanma gibi problemlerin ortaya ¢ikmasinda etiyolojik olarak otofajidefektleri
ile hiicresel yasam tehlikeye atilir (31).

Genellikle stres kosullarina (genotoksik, besinsel, hipoksi vb.) hiicreler i¢in
bir sag kalim mekanizmasi olarak goriilen otofaji kontrolsiiz oldugunda asir1
otofajinin tip 2 programli hiicre 6liimiine sebep oldugu varsayilmaktadir (32).

Artmis otofajik belirteclere ve otofaji kokenli morfolojik 6zelliklere sahip
Olen hiicre 6rnedi lizerinde yapilan incelemeler otofajik hiicre 6liimiine yol agmaistir.
Otofajinin artmis metabolik islevler ve besin yetersizliginin sebep oldugu hiicresel
stresin ardindan aktive olan bir yolagin oldugu diisiiniildiigiinde stresin ardindan
Oliime maruz kalan hiicrelerin de otofaji 6zelliklerini gdstermesi sasirtict degildir.
Shen ve Codongo (33) hiicre Oliimiiniinotofaji tarafindan gergeklestiginin
belirlenebilmesi i¢in su 1ii¢ kriterin yerine getirilmesinin gerektigini One
siirmiislerdir;

1) Hiicre 6liimii apoptozdan bagimsiz olarak olusmalidir.

2) Sadece otofaji belirteglerinde bir artis degil otofajik akista da artis

olmalidir.

3) Kimyasal inhibitdrler ya da genetik araclar kullanilarak otofajinin

baskilanmasi hiicre 6limiinii 6nlemelidir (33, 34).
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1.1.4.1. Otofaji ve Kanser

Bir hiicrenin hayatta kalma mekanizmasi olarak kabul edilen otofaji bazal
kosullar altinda, protein kiimelerini ve hasar gérmiis organelleri elemine ederek
hiicresel homeostazin korunmasina yardimei olur. Buna karsin stres kosullar1 altinda
otofaji, enerji lireterek, makromolekiillerden besin saglayarak, tehlike potansiyeline
sahip elementleri ortadan kaldirarak hiicrenin hayatta kalmasimi destekleyici
sitoprotektif bir yanit saglar (35).

Otofajinin isleyisindeki bozukluklar fizyolojik islevi etkilemekte ve bu
durum kanser, norodejeneratif bozukluklar gibi bir¢ok sayida hastalikta
vurgulanmaktadir (36, 37). Kanser ¢alismalarinda elde edilen son bulgu ozellikle
tiimdr baglangicinin erken sathalarinda otofajinin bir tiimor baskilayici olarak islev
gorebilecegini ortaya koymaktadir (38). Aslinda bircok otofaji iliskili protein
(Beclinl, ATG4c, ATGS, ATG7) timor baskilayici olarak gosterilmistir. Bunlarin
yani sira bazi yardimci proteinlerin de (UVRAG, Bifl) bu o6zellikte oldugu
bildirilmistir. Ayrica, birkag onkosupresor proteinin (PTEN, DAPK, TSC1/2, p53,
LKBI) otofajiyi tetikledigi belirtilmistir. Bunun yaninda pek ¢ok onkoproteinin ise
(Bcl- 2, class 1 PI3K, AKT)otofajiyi negatif olarak diizenledigi gosterilmistir (39).
Bunun aksine yerlesik tiimorlerde, temel olarak hayatta kalma mekanizmasi olan
otofaji; besin yetersizligi ve hipoksi ile karakterize edilen sert kosullar altinda
kanser hiicresinin hayatta kalmasini destekler (40). Aslinda artan veriler, otofajinin
genetik ya da kimyasal bir aragla inhibe edilmesinin, apoptotik hiicre Oliimiinii
hizlandirdig1r ve birgok kanserde tiimor hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigini
gostermektedir (41). Ayrica artmis otofaji, kanser hiicrelerinde radyasyon ve
kemoterapiye yanitta cogu kez tespit edilmektedir (42). Dahasi, otofaji, bazi
kanserlerin tedaviye olan direncine katkida bulunuyormus gibi goriiliir ¢iinki
otofajinin 1inhibisyonu ile kemoterapi tedavilerine karst timor hiicrelerinin
hassaslastigi gosterilmistir (43). Bu yiizden, kemoterapiye ek olarak otofajinin

inhibe edilmesi baz1 kanserlerin tedavisinde umut vaat eden bir stratejidir (44).
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1.15 TRPM 5

1.1.5.1. TRPM5’IN Model Tanim ve Biyolojik Fonksiyonu

Transient Receptor Potential Melastanin-5'in fizyolojik 6nemini anlama
konusundaki esas ilerleme biiyiik bir 6l¢iide tat alici hiicreler ile sinirli olmasinin
kesfi ile geldi (45, 46). 5 ¢esit tad bigiminin 3 i olan ac1 tath ve acimtirak tadlariin
ayr ayr1 siniflandirilmasina G proteine bagl reseptorler aracilik ederler (47, 48). Bu
G protein reseptorler, gustducin ve fosfolipaz C (PLC) B2 vyi aktive ettirir, Boylece
dogasi iyi anlasilmayan bir elektriksel tepkiye yol agan bir hiicre i¢i sinyalleme
zincirini - baglatir  (49). Biyokimyasal degisikliklerin bir elektrik sinyaline
doniistiriildiigh TRPMDS iyon kanali, bu zincirin nihai hedefi olabilir, TRPM5'in her
i tad alma yontemi igin reseptorlerle ve gustducin ve PLCP2 ile birlikte ifade
edildigi gozlemle desteklenmektedir (45, 46). Ayrica, Zuker ve Ryba
laboratuarlarindaki fareler iizerindeki etkili deneylerde, PLCB2 ve TRPMS'in,
normal aci, tath ve acimtirak tatlar1 i¢in gerekli oldugunu gosterdi (46). Hem
davranigsal ¢aligmalar hem de sinir kayzitlari, her iki genden yoksun olan farelerin bu
li¢ tada belirgin sekilde daha az duyarli olduklarini, ancak eksi ve tuzlu saptama
yeteneklerini korudugunu gostermektedir. TRPMS’in, ayrica, sindirim sonrasi ince

bagirsakta ve midedeki kemosensasyonda rol oynayabilecegi ifade edilmistir (45).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Hucre Kiiltira

2.1.1. Geregler

Biyogiivenlik Kabini (NUVE)

Derin Dondurucu (-86) (NUAIRE)

Inverted Faz kontrast (Floresans Atagmanli) Istk mikroskobu (NIKON)
Karbondioksitli Inkiibatér (NUVE)

Hiicre Sayim Cihazi (BIO-RAD)

Vorteks (LAB NET)

Santrifiij Cihazi

Stvi Azot Tanki (international Cryogenics. Inc.)
Mikropipet (Eppendorf)

25/75 cm? Flask (NEST)

6/12/24/96 Kuyucuklu Plate (COSTAR)

Falkon Tiip (CORNING)

Thoma Lami (ISOLAB)

Hiicre Saymm Slide (BIO-RAD)

10/20/200/1000 ul Mikropipet Ucu (AXYGEN)
Pastor Pipet

500/1000/1500 pl Ependorf Tiip

2 ml Kriyo Tiip

RPMI 1640 (LONZA (Kat. No:BE12-918F))
OPTI-MEM (GIBCO (Kat. No: 31985-062))

DMEM (PAN BIOTECH (Kat. No: P04-03588))
H,O, (SIGMA (Kat. No: SZBE0O090V))

Fotal Sigir Serumu (SIGMA (Kat. No: 080M3397))
L-Glutamin (SIGMA Kat. No: RNBB7408))

PBS (Fisher Bioreagents (Kat. No: 135974))

9%0,25 Tripsin-EDTA Soliisyonu (SIGMA (Kat. No: 11G804))
Antibiyotik (Biological Industries (Kat. No: 030321B)
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DMSO

Steril Su

TRPM2 siRNA (Qiagen)

Hiperfect Transfektan (Qiagen)

Etil alkol

3-MA (SIGMA (Kat. No: M9281))

z-VAD-fmk (ABCAM Biochemicals (Kat. No: AB120382))

2.1.2. Hiicre Hatt1 Sec¢imi ve Temini

Insan akciger kanseri calismalarinda genellikle AS549 hiicre hatlar
kullanilmaktadir. Bu hiicre hatt1 ticari olarak satin alinmistir (ATCC; CCL-185).

2.1.3. Hiicrelerin Beslenmesi

A549 hiicreleri, %10 FBS, %1 antibiyotik ve %1 L-glutamin ilave edilen
RPMI 1640 besiyeri iceren 25 ve 75 cm?lik flasklerde CO,'li etiivde 37 °C'de
cogaltildi. Her giin canlilik, ¢ogalma ve enfeksiyon bakimindan inverted mikroskop
kullanilarak degerlendirilen flasklardaki besiyeri her 2-3 giinde bir degistirildi.

2.1.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Inverted mikroskop altinda degerlendirilen flasklardaki yiizeye tutunmus olan
hiicre yogunlugunun %90-100 oldugu tespit edildiginde flask icindeki besiyeri
dokiildii ve flask yilizeyine tutunmus olan hiicreler serbest hale gelmeleri igin 4 ml
tripsin-EDTA ile muamele edildi. 5 dk 37°C'de inkiibe edildikten sonra inverted
mikroskop altinda hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilip ayrilmadiklari kontrol edildi.
Flask i¢inde serbest hale geldikleri tespit edilen hiicrelere 4 ml besiyeri ilave edilerek
tripsin-EDTA'nin olumsuz etkisi nétralize edildi. Falkon tiiplere aktarilan bu karisim
2300 g'de 3 dk santrifiij edildi ve siipernatant kisim dokiilerek yerine taze besiyeri
eklendi. Flask igerisine aktarilmadan 6nce homojen bir siispansiyon olusmasi igin

vorkteks yapildi ve hiicreler iki farkli flaska aktarildi.

2.1.5. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Cozdiiriilmesi

Hiicrelerin dondurulmasi igin flask i¢indeki besiyeri dokiilerek hiicreler 4 ml
tripsin-EDTA ile muamele edildi. 5 dk 37°C'de inkiibe edildikten sonra flask i¢inde
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serbest hale geldikleri tespit edilen hiicrelere 4 ml besiyeri ilave edildi. Falkon
tiiplere aktartlan bu karigim 2300 g'de 3 dk santrifiij edildi. Siipernatant kisim
atildiktan sonra elde edilen hiicre pelleti tizerine %70 oraninda DMEM, %20
oraninda FBS ve %10 oraninda DMSO igeren soliisyon ilave edildi. Kriyo tiiplere bu
karisimdan 1'er ml aktarilarak asamali olarak (oda sicakligi/+4°C/-20°C/-80°C)
sogutulup, -80°C’de derin dondurucuda muhafaza edildi.

Donmus olarak saklanan hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi islemi sirasinda hiicrelerin
hemolizini onlemek amaciyla ¢6zdiirme islemi dondurma isleminin aksi yonde
asamal1 olarak gergeklestirildi. -80°C derin dondurucudaki hiicreler ¢ikarilarak -20,
+4 ve oda sicakligi ve ardindan 37°C’ye 1sitilmig besiyeri ilave edilerek flasklara
ekildi.

2.1.6. sSiRNA Uygulamasi

Transfeksiyon islemi gergeklestirilmeden onceki giin 6'lik plate'lere her bir
kuyucukta 2x10° hiicre/ml olacak sekilde ekim yapilarak CO,'li etiivde 37 °C'de 24
saat inkiibe edildi. Besin ortami degistirilerek kuyucuk basma 2.3 ml DMEM
eklendi. 10 uM'lik siRNA'dan 9 pl alinarak 100 pl OptiMEM igerisinde seyreltildi.
Seyreltilmis SIRNA {izerine 12 pl HiPerFect eklendi ve 3 kez l'er saniye
vortekslenerek karistirildi. Lipozomlarin olusumu i¢in oda sicakliginda 5-10 dk
inkiibe edildikten sonra bu karisim pipetaj yapilmadan hiicreler {izerine damla damla
olacak sekilde eklendi ve plate hafif¢e karistirildi. CO,'li etiivde 37 °C'de inkiibe
edildi ve transfeksiyon isleminden 24 saat sonra besiyeri degistirildi. SIRNA

transfeksiyon islemi toplamda 48 saat siirdiiriildii.
2.1.7. Total RNA izolasyonu

2.1.7.1. Gerecler

TRI-Reagent (MRC gene)

PBS (Invitrogen)

Etil Alkol (Pharmco)

Izopropil alkol (Fisher Scientific)
Kloroform (Fisher Scientific)

Niikleaz igermeyen Steril Su (Gibco)
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RNase ZAP™ (Ambion)

15 mL Falcon Tiip (Corning)
1,5 mL Ependorf Tiip

10CC siringa (Genject)

18G siringa ignesi (Genject)
Santrifiij Cihazi

Vorteks

Mikropipet

Mikropipet Ucu

2.1.7.2. Yontem

Flasklardan alinan A549 hiicreleri 15 ml'lik falcon tiiplerine aktarildi ve 5 ml
PBS ilave edilerek yikama islemi gergeklestirildi. 2300g'de 3 dakika santrifiij islemi
ardindan pellet olusturan hiicrelerin istiinde kalan sivi kisim dikkatli bir sekilde
dokiilerek PBS ile yikama islemi bir kez daha tekrar edildi. Elde edilen hiicre pelleti
1,5 ml'lik ependorf tiiplerine aktarildiktan sonra 1 ml Trizol ilave edilerek 18 gauge
enjektor ile pellet parcalandi ve 5 dk. oda sicakliginda inkiibe edildi. 200 pl
kloroform (Trizol hacminin 1/5'i kadar) ilave edilerek 30 saniye vorteks yapild: ve 2-
3 dk. oda sicakliginda bekletildi. +4 °C'de 10000 g'de 20 dk. santrifiij edildikten
sonra en istteki sivi kisim yeni ependorf tiiplere aktarildi. Eldeki sivi kisim ile esit
hacimde izopropanol eklenerek vorteks yapildi ve 10 dk. oda sicakliginda bekletildi.
RNA pelleti i¢in +4 °C'de 10000 g'de 20 dk. santrifiij edildi ve tstteki sivi kisim
uzaklastirildiktan sonra 1 ml. %75'lik etanol ile yikama islemi gergeklestirildi. +4
°C'de 10000 g'de 5 dk. santrifiij isleminin ardindan bu yikama islemi tekrarlandi ve
etanol tamamen uzaklagtirildiktan sonra 30 pl Niikleaz-free su eklenerek kullanilana
kadar -80°C'de saklandi.

2.1.8. Spektrofotometrik RNA Olciimii

2.1.8.1. Gerecler

BioSpec-nano (Shimadzu) cihazi
Mikropipet
Mikropipet Ucu
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Niikleaz Icermeyen Steril Su

2.1.8.2. Yontem

Isleme gecmeden once DNAaz-RNAaz icermeyen steril su ile kor &lgiim
yapildi. BioSpec-nano (Shimadzu) cihazinin 6l¢iim alanina 1 pul RNA konularak

RNA miktar1 ng/pl olarak 6lgiildii. Bu islem her bir rnek i¢in tekrarlandi.
2.1.9. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

2.1.9.1. Gerecler

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kiti (Applied Biosystems)
(10XRT Buffer, 25xdNTP mix, 10XxRT Random Primers ve Multiscribe™
Reverse Transcriptase)

PCR Cihaz1

500/1500 pl Ependorf Tiip

Niikleaz Igermeyen Steril Su

2.1.9.2. Yontem

Besyiiz mikrolitre hacimli ependorf tiiplerde toplamda 20 ul hacimde
gergeklestirilen CDNA sentezi i¢cin RNA orneklerinden 10 ul kullanilirken 2 pl
10xRT Buffer, 0,8 pul 25xdNTP mix, 2 pl 10xRT Random Primers, 1 pl
Multiscribe™ Reverse Transcriptase ve 4,2 ul niikleaz-free su kullanildi. Termal
dongii cihazina yerlestirilen 6rnekler; 25 °C'de 10 dk, 37 °C'de 120 dk, 85 °C'de 5 dk
ve 4 °C'de oo olacak sekilde cihazda bekletilerek sonunda olusan cDNA 6rnekleri
-20 °C'de saklandi.

Tablo 3. cDNA Karisim Miktari

BILESIK HACIM (ul)
10x RT Tamponu 2.0
25x dNTP Karigimi (100mM) 0.8
Multiscribe™ Reverse Transkriptaz 1.0
10x RT Random Primer 2.0
Niikleaz Igermeyen H,O 4.2
Karigimin Toplami 10.0
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Tablo 4. cDNA Sentezi i¢in Uygulanan PZR Programi

1. BASAMAK 2. BASAMAK 3. BASAMAK 4. BASAMAK
SICAKLIK 25°C 37°C 85°C 4°C
SURE 10 dk 120 dk 5 dk o0

2.1.10. Kantitatif Gercek Zamanh (Real Time)-Polimeraz Zincir
Reaksiyonu ile cDNA Cogaltim

Revers transkripsiyon sonucunda elde edilen cDNA'lar spesifik primerlerin
varliginda Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) ile c¢ogaltildi.
Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH (Qiagen (Kat. No: OT00079247)),
TRPM2 (Qiagen (Kat. No: QT01870407)), Beta aktin (Actb), Microtubule-
associated protein 1 light chain 3 alpha (MAP1LC3A), Microtubule-associated
protein 1 light chain 3 beta (MAP1LC3B), BCL-2 associated X protein (BAX), B-
cell CLL/lymphoma 2 (Bcl-2), Autophagy/beclin-1 regulator 1 (AMBRAL), ATG12,
ATG16L1, ATG5, BECLIN1, BECN1L1, Lysosomal-associated membrane protein 1
(LAMP1), Lysosomal-associated membrane protein 2 (LAMP2), Lysosomal-
associated membrane protein 3 (LAMP3), Phosphoinositide-3-kinase class 3
(PIK3C3), Phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 4 (PIK3R4), RB1-inducible
coiled-coil 1 (RB1CC1), SH3-domain GRB2-like endophilin B1 (SH3GLB1), Tumor
protein p53 (TP53), Tumor protein p73 (TP73), Unc-51-like kinase 1 (ULK1), Unc-
51-like kinase 2 (ULK2) ve UV radiation resistance associated gene (UVRAG)
genlerinin ekspresyonlar1 belirlendi. Gen ekspresyonlar1 arasindaki farkliliklarin
hesaplanmasinda 2 **“" metodu kullanildi.

SIRNA susturma yiizdesinin hesaplanmasinda asagidaki hesaplama metodu
kullanildi.

AACT Degeri = ACT siRNA - ACT Kontrol

Kat Degisimi = 2

Susturma Yiizdesi = 100 x (1- Kat Degisimi)

Uc tekrarli olarak gergeklestirilen Kkantitatif RT-PZR yonteminde plate
hazirlanirken her bir kuyucuga 1 ul cDNA 6rnegi konuldu. Her bir 6rnek igin 2 pl
gPCR mix, 1 ul primer ve 6 ul DNAaz ve RNAaz igermeyen steril su ilave edildi.
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Tablo 5. RT-PZR i¢in her bir kuyucuga konan bilesikler

BILESIKLER HACIM (ul) x ORNEK SAYISI
cDNA 1.0
gPCR Mix 2.0
Primer 1.0
Su 6.0
Toplam 10

Gen ekspresyon diizeyleri Applied Biosystems 7500 Real Time PCR sistemi
ile belirlendi. Calismada kontrol gen (housekeeping) olarak GAPDH ve beta-aktin
kullanildz. Is1 kosullar1 1 kez 95 °C'de 15 dk ve 40 kez 95 °Cde 15 sn-60 °C'de 30 sn-
72 °C'de 30 sn olacak sekilde ayarlandi.

Tablo 6. Uygulanan RT-PZR Programi

Dongii basamagi Sicakhik Siire Dongii sayis1
Baslangi¢ Aktivasyonu 95°C 15 dk 1
Denatiirasyon 95 °C 15 sn

Annealing 60-65 °C 30sn 40
Uzama 72 °C 30 sn

2.1.11. istatistiksel Analizler

Tim istatistiksel analizler i¢cin IBM SPSS Statistics programi 22. siiriim
paket programi kullanildi. Hiicre sagkalim verilerinin gruplar arasindaki
karsilagtirillmasinda  ki-kare, RT-PCR  parametrelerinin  gruplar  arasinda
karsilagtirilmasi igin t testi kullanildi. p<0,05 degeri istatistiksel agidan anlamli kabul
edildi.
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3. BULGULAR

Kantitatif Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyon Analizi bulgularina gore
TRPMS5 siRNA’sinin %83 oraninda baskilandigi belirlendi.
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Sekil 4. Kantitatif Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyon Analizi bulgulari
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Sekil 5. TRPMS5 siRNA tranfeksiyonu sonrasi kontrol

Kontrol siRNA ve TRPM5 siRNA gruplarinda otofajik genlerin kat artist
grafigi Grafikte 2 katin tizerindeki artiglar anlamli olarak degerlendirilmistir.
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Real Time -PCR bulgularina goére kontrolle karsilastirildiginda SIRNA kontrol
gruplarinda otofajik genler agisindan anlamli bir azalma yada anlamli bir artig
belirlenmedi. Ancak hem kontrol hem de SiRNA kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda TRPM5 SiRNA grubunda ATG3 4,89 kat, ATG5 3,28 kat,
ATG10 3,59 kat, ATG12 3,93 kat, LC3A 13,35 kat, LC3B 9,56 kat, LAMP3 8,62
kat, BECLIN1 2,34 kat, AMBRAL 4,06 kat, ULK2 5,83 kat ve ULK3’iin 3,24 kat
istatistiki olarak anlamli diizeyde arttigi belirlendi (Sekil). Ancak yine otofajide
gorevli olan ATG2A, ATG7, UVRAG ve LAMP2 gen mRNA ifadelerinde kontrol
ve kontrol siRNA gruplariyla karsilastirildiginda TRPM5 SiRNA grubu agisindan

anlamli bir farklilik gézlenmedi.
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4. TARTISMA

Unc-51-like kinase 3 ve homologu olan ULK?2, otofajinin indiiklenmesinde
yer alan kilit molekiillerdir. Otofajinin indiiklenmesinde ULK'nin rolii tam olarak
belirlenememis olmasina ragmen, ULK3'in otofagozomlarin Onciil formlar1 olan
fagoforlarin olusumunu diizenlemek i¢in, otofaji indiiklenmesinde bir diger kilit
aract olan PIK3C3 ile etkilesim kurdugu gosterilmistir (50). W Gao ve ark. (51)
2011'de yaptiklar1 ¢alismada, ULK2 ve ULK3'yi, timo6r baskilayici p53'in kesin
birer transkripsiyonel hedefi oldugunu gostermistir. DNA hasarina yanitta p53'iin,
ULKZ2/3 transkripsiyon diizeylerini arttirdigin1 ve devamli otofajiyi baslattigini 6ne
stiren bu arastirmacilar, boyle bir senaryoda otofaji indiiklenmesinin artmis
apoptotik olmayan hiicre Oliimiine yol actigini belirtmislerdir. Calismamizda,
TRPMS5-siRNA gurubunda ULK3 diizeyinde anlamli artis oldugu belirlenmistir. Bu
sonuglar,

Transient Receptor Potential Melastanin 5 ile ULK3 arasinda ters oranti
oldugunu ortaya koymaktadir. BECLIN 1, otofajide merkezi bir role sahiptir.
BECLIN 1 etkilesimli bir protein olan AMBRA1, BECLIN 1 bagimli otofajiyi
pozitif bir sekilde diizenlemektedir. AMBRA1'in fare embriyolarindaki fonksiyonel
eksikligi, otofajinin azlig1 (bozuklugu) ile iliskili olan ndroepitelyal hiperplaziye ve
asir1 apoptotik hiicre 6liimiine sebebiyet vermistir. AMBRAI, otofaji baslangicinin
diizenlenmesinde hayati Oneme sahip bir faktor olarak tanimlanabilir. Bir
antiapoptotik faktor olan BCL-2'nin asir1 ekspresyonu, ¢ogu apoptoz indiikleyicisine
karst koruyucu bir etki baglatir. Strappazzon ve ark. (52) 2011 yilinda yaptiklari
calismada, AMBRA1 ve BCL-2'nin BECLIN 1'e ayn1 bolge iizerinden baglandigini
bu yizden AMBRAIl'in BECLIN 1'e baglanmak i¢cin BCL-2 ile yarigtigim
gostermiglerdir. Strappazzon ve ark. (52). AMBRAL'in ekspresyonundaki azalma,
rapamisinin diizeyi ve besin yoklugu ile indiiklenen otofajide 6nemli diizeyde bir
diisiise yol acarken, AMBRAT1'in asir1 ekspresyonu bazal ve rapamisin indiiklii
otofajiyi artirmaktadir. Kang ve ark. (53) Calismamizdaki RT-PZR sonuglarina
gore, AMBRAL mRNA diizeyi TRPM2-siRNA gurubunda anlamli olarak arttig1
belirlenmistir. Bu sonuglar TRPMS ile AMBRAI arasinda ters oranti oldugunu
ortaya koymaktadir.
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Memeli hiicrelerde  MAPLC3 (LC3), yaygm bir sekilde bulunur ve
otofagozomlarin olusumu icin esansiyeldir. Besin yetersizligine bagli olarak
indiiklenen otofajide, LC3 ekspresyonu artmaktadir. Bu ylizden otofaji i¢in spesifik
bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir. Wu ve ark. (54). Memeli hiicrelerinde LC3'iin;
LC3A, LC3B ve LC3C olmak tizere 3 izoformu bulunmaktadir ancak LC3B diger
iki izoforma kiyasla daha sik bir sekilde otofaji belirteci olarak kullanilmaktadir
Ouyang ve ark. (55) ve Wu ve ark. (54) 2015’te yaptiklar1 ¢alismada, LC3in,
kolorektal kanser dokularinda kanserli olmayanlara kiyasla hem mRNA hem de
protein diizeyindeki ekspresyonunun oOnemli derecede artmis oldugunu tespit
etmislerdir. Ayrica, kanser hiicrelerinde otofajik aktivite ya da otofaji potansiyelinin
arttigin1 gostermislerdir. Bu calismada elde ettigimiz verilere gore, MAPLC3A ve
MAPLC3B mRNA ekspresyonlarinin, TRPMS5-siRNA gurubunda istatistiki agidan
anlamli bir artig gosterdigi belirlenmistir. Bu sonuclar, MAPLC3A ve
MAPLC3B*“nin, TRPMS ile ters orantili oldugunu gostermektedir.

Otofaji ile iligkili genler-5, otofagozom uzamasinda yer almasindan
dolayr otofaji i¢in gerekli olan merkezi bir diizenleyicidir. ATG5“in zorunlu
ekspresyonu hem in vivo hem de in vitro olarak tiimor hiicrelerini anti kanser ilag
uygulamalarina karst hassas hale getirmektedir. Buna karsin siRNA araciligiyla
inhibe edilmesi kemoterapiye karsi kismi bir diren¢ olusmasina neden olmaktadir
(56). Ouyang ve ark. (55) 2013 yilinda insan prostat kanseri hiicreleri tizerinde
yaptiklar1 caligmada, VPA (anti kanser etkilere sahip bir histon deasetilaz inhibitorii)
uygulanmasiyla LNCap ve PC-3 hiicrelerinde otofajinin indiiklendigini ancak
DU145 hiicrelerinde ise engellendigini gozlemlemislerdir. ATGS'in, LNCAP ve
PC3 hiicrelerinde tespit edildigi ancak DU145 hiicrelerinde ATGS mRNA alternatif
splicelerinin fonksiyonel olmayan kesik iriinlere yol agmasindan dolayr ATGS
eksik oldugu belirlenmistir. Wild tip ATGS geninin DU145 hiicrelerine transfekte
edilmesinin ardindan hiicrelerde otofaji saglandig1 tespit edilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada, ATG5 mRNA ekspresyonunun, TRPMS5-siRNA
gruplarinda istatistiki agidan anlamli derecede arttigi belirlenmistir. Bu sonuglar,
TRPMS ile ATGS arasinda mRNA diizeyinde ters yonlii bir iligkinin oldugunu ifade
edebilir.
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Otofaji ile iliskili genler-12, hem otofagozom olusumunu baglatarak hem de
bazi BCL-2 ailesi iiyelerine baglanip inaktif hale getirmek suretiyle apoptozu
dogrudan diizenleyerek iki farkli sekilde hizmet edebilmektedir (57). Caligmamizda
elde ettigimiz veriler, ATG12 mRNA ekspresyonu, TRPMS5-siRNA grubunda
istatistiki olarak anlamli arttig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar, TRPM2 ile ATGI12
arasinda mRNA diizeyinde ters orant1 oldugu seklinde yorumlanabilir.

Calismamizda, LAMP3 mRNA ekspresyonunun TRPMS5-siRNA grubunda
istatistiksel olarak anlamli arttig1 belirlendi. Bu sonug, TRPMS ile LAMP3 arasinda
ters orantilt iligkinin oldugu seklinde yorumlanabilir.

Sonu¢ olarak TRPMS5-siRNA uygulamasi, otofajik yollardaki genlerin
ekspresyonunu agikca arttirmaktadir. Bu veriler, TRPMS5 supresyonunun, otofajik
mekanizmalar1 harekete gegirebilecegini gostermistir. ~ Kanserde, otofajinin,
hiicrelerin hem sagkalimma hem de 6liimiine yol agabilen iki farkli fonksiyon
gosterebilecegi tespit edilmistir. TRPMS ile ilisikili otofajin tespit edilmesi ile
TRPMS otofajisi hedef alinarak inhibisyon ya da aktivasyon yapilabilir. Bu durum,
hiicrelerin otofajik Oliimiine yol acan kanser tedavilerinin gelistirilmesine katkida

bulunabilir.
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