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OZET

Yumurtalik kanserleri jinekolojik kanserler arasinda en yaygim ikinci sirayr alan
kanserler olarak bilinmektedir. Diinyada her yil 200.000’den daha fazla kadmi
etkilemektedir. Bu yiizden bu kanserlerin erken teshisi ve gelisimini takip edebilmek

icin yeni tedavi yontemlerine ihtiyac vardir.

Otofaji hiicre Olimii ve yasamasi gibi farkli sonuclar dogurabilen iki yonlii etkiye
sahiptir. Bazi ¢caligmalar kanser hiicrelerinde otofajinin hiicre 6liimiine yol acarak timor
stipressOr olarak davrandigini, bazilari ise otofajinin tiimor hiicrelerini yasamaya ve
cogalmaya tesvik ederek onkogen olarak davrandigini ortaya koymuslardir. Dolayisiyla
kanser hiicrelerinde otofajinin rolii ile ilgili bir ¢eliskili vardir.

Bu celiskiden dolayi, sunulan tez caligmasinda, yumurtalik kanser hiicrelerinde
otofajinin roliinli acgikliga kavusturulmasi amaclandi. Bu amag¢ icin Oncelikle,
yumurtalik kanser hiicre hiicre hatti1 olan SKOV3 hiicrelerinde, hem siRNA’lar araciligi
ile otofaji baskilanmasi, hem de aglikla otofajinin tetiklenmesi saglandi. Daha sonra bu
hiicrelerde, hiicre canliligi, klon olusumu ve apoptoz orami analiz edildi. Analiz
verilerimize gore, LC3 ve Beklin-1 siRNA aracili otofajinin baskilanmasinin ve aglikla
otofajinin indiiklenmesinin SKOV3 hiicrelerinin canhiligmi/proliferasyonunu, klon
olusumunu ve apopitoz oranini bir katkisinin olmadig1 bulundu.

Sonuglarimiz, otofajinin SKOV3 hiicrelerinin klon olusumu ve apoptoza direng
kazanmasimda bir rol oynamadigimi ve yumurtalik kanser hiicrelerinin tedavisi i¢in bir

hedef olmadigini isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Otofaji, Yumurtalik kanseri, LC3 , Beklin-1, siRNA, apoptoz,

hiicre proliferasyonu, klon olusumu
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INVESTIGATION OF LC3B AND BECLIN-1 PROTEIN IN
OVARIAN CANCER CELLS OF PROLIFERATION AND
CLON FORMATION
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ABSTRACT

Ovarian cancer is the second most common cancer among gynecological cancers. Every
year in the world, more than 200,000 women are affected. Therefore, new treatment

methods are needed to follow the early diagnosis and development of these cancers.

Autophagy has a bi-directional effect which can lead to different consequences such as
cell death and survival. Some studies have shown that autophage in cancer cells acts as
a tumor suppressor by causing cell death, while others have shown that autophagy
behaves as oncogen by encouraging tumor cells to survive and multiply. Therefore,

there is a contradiction in the role of autophagy in cancer cells.

Because of this controversy, the proposed thesis was intended to clarify the role of
autophagy in ovarian cancer cells. For this purpose, primarily in ovarian cancer cell line
SKOV3 cells, both autophagy suppression through siRNAs and starvation of autophagy
were induced. Cell viability, clonality and apoptosis rate were then analyzed in these
cells. Based on our data, we found that suppression of LC3 and Beklin-1 siRNA
mediated autophagy and induction of fasting autophagy did not contribute to viability /

proliferation of SKOV3 cells, clonal formation and apoptosis rate.

Our results indicate that autophagy does not play a role in clonogenesis and apoptosis
resistance gain of SKOV3 cells and that ovarian cancer cells are not a target for

treatment.

Keywords: Autophagy, Ovarian Cancer, LC3, Beclin-1 ,siRNA, apoptosis, cell

proliferation, clonal formation
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1. GIRIS VE AMAC

Yumurtalik kanseri jinekolojik kanserler i¢inde en Oliimciil olanidir. Bunun nedeni
erken donemde herhangi bir belirti vermemesi sinsi bir sekilde ilerlemesi ve erken tani

icin giiniimiizde etkili bir tan1 yonteminin olmamasidir (1, 2).

Yumurtalik kanserinin iyi karakterize edilen ve farkli hastaliklar oldugu kabul edilen 5
alt tipi vardir. Bunlar en sik goriilenden en az goriilene dogru sirasiyla; ileri derecede
seroz (HGSC), berrak temiz hiicreli (CCC), endometrioid, miisinoz (MC) ve diisiik
derecede ser6z (LGSC) yumurtalik kanseridir (3).

Diinyada her yil 200.000’den daha fazla kadin yumurtalik kanserinin bu tiirlerinden
birinden etkilemektedir. Yumurtalik kanserinin semptomlar1 spesifik olmayip, vakalarin
3/2’si ileri safhalarda teshis edilmektedir. Tiim bu olaylar gbéz Oniine alinirsa bu
kanserlerin erken teshisi ve gelisimini takip edebilmek icin yeni biyomarkerlar,

belirtecler ve yeni terapotik ajanlarin gelistirilmesi gerekli oldugu asikardir (2, 4) .

Otofaji; hasarli organellerin, uzun Omiirlii proteinlerin, yanhs katlanmis proteinlerin ve

sitoplazmik pargaciklarin yikimmdan sorumlu fizyolojik bir olaydir (6, 28).

Otofaji, kanser hiicrelerinde, hiicreleri koruyucu bir rol iistlenerek hiicrelerin apopitoza
diren¢ kazanmalarina, invazyon ve metastaz yapmalarina katki saglarken, tam tersi bir
mekanizma ile hiicre canliliginin inhibisyonuna , metastazin baskilamasina ve apopitozu
indiiklenmesine yol agmaktadir. Dolayisiyla otofaji, kanser hiicrelerinde cift yonlii bir

etkiye sahip olup heniiz rolii agikliga kavusturulamamistir (5, 25, 27).



Literatiirde simdiye kadar yapilan caligmalarda, siRNA’larm spesifik olarak hedef
genlerin susturulmasinda ve bu yoniiyle cesitli hastaliklarin tedavisinde umut verici bir
etkinlige sahip oldugu gosterilmistir (3, 5). Sunulan tez caligmasinda Ostrojen ve
progesteron reseptor pozitif ~olan SKOV3 (Sloan-Kettering ovarian cancer 3)
yumurtalik kanser hiicre hatlarinda hem otofajide rol oynayan ve otofajinin belirteci
kabul edilen LC3 ve Beklin-1 genlerinin ekspresyonlart siRNA araciligiyla
baskilanarak, baskilanmis otofajinin hem de hiicreler a¢ birakilarak, uyarilmis otofajinin
bu hiicrelerin cogalmasi ve klon olusturma 6zelligi lizerine etkilerinin arastirilmasi
amacglandi. Boylece otofajinin kanser hiicrelerindeki karmasik roliiniin acikliga

kavusturulmasi hedeflendi.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. Yumurtahk Kanseri

Kanser viicuttaki hiicrelerin programsiz ve Kkontrolsiiz bir sekilde c¢ogalmasi,
morfolojilerinin degismesi ve yayilmasiyla ortaya ¢ikan bir malignitedir. Yumurtalik
kanseri jinekolojik kanserler icinde en fazla 6liim oranina sahip olan kanser tiiriidiir.
Bunun nedeni erken donemde herhangi bir belirtilerinin olmayisi, ¢ok sinsi bir sekilde
ilerlemesi ve erken tani i¢in giiniimiizde etkili bir tan1 yonteminin olmamasidir (3). Bu
yiizden, yilda 200.000’den fazla kadin1 etkilemektedir. Yumurtalik kanseri semptomlar1
spesifik yani belirleyici degildir, bu nedenle vakalarin iicte ikisi ileri safthalara kadar
teshis edilmez. Tan1 konmus kadinlarin ise %50’sinin 5 yillik dmiirlerinin oldugu rapor

edilmistir (5).
2.2. Yumurtalik Kanseri Arastirmalan ve Epidemiyolojisi

Yumurtalik kanseri kadin saghgmi ciddi sekilde etkileyen habis bir kanserdir.
Yumurtalik kanseri tanilarinin yiizde doksanin iizerinde kokeni ‘epitelyal’ olarak
smiflandirilir ve yumurtalik karsinomasi ve benzeri bir sekilde aile Oykiisii gibi risk
faktorlerinden dolayr yumurtalik epitelinden kaynaklandigr diisiiniilmektedir.
Yumurtalik kanserinin erken teshisinin pek miimkiin olmamasindan dolay1 orantisiz
derecede oliimciildiir ve ileri evrelerde teshisi konan 70 over kanserinin 5 yillik sag

kalim orani yiizde 50 dir (6-9).

Ayrica iilkemizde de yapilan bazi arastirmalara gore, jinekolojik kanserler arasinda

yumurtalik kanserinin en 6liimciil olan jinekolojik kanser tipi oldugu bildirilmistir (8).

Giintimiizde yumurtalik kanseri tedavisinde baslica kemoterapi, cerrahi ve radyoterapi .
tedavi yontemleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Yumurtalik kanserlerinin tedavisi

icin, bir¢cok yeni yaklasim uygulanmasma ragmen, hastalarin sag kalma oranmnda da



yillar boyunca biiyiik Olciide ilerleme kaydedilmemistir. Dolayisiyla sonuglar1 iyi

duruma getirebilmek i¢in yeni tedavi stratejilerine acil ihtiya¢ duyulmaktadir (10).
2.3. Yumurtahk Kanseri Histogenezi

Yumurtalik kanserinin iyi karakterize edilen 5 alt tipi vardir. Bunlar en sik goriilenden
en az goriilene dogru swrasiyla; ileri derecede ser6z (HGSC), berrak temiz hiicreli

(CCC), endometrioid, miisinéz (MC) ve diisiik derecede serdz (LGSC)’diir (5-7).
2.4. Yumurtahk Kanserlerinin Ostrojen Reseptorleri ile iliskisi

Ozellikle aile ve ikizlerle yapilan caligmalarda, genetik faktorlerin yumurtalik
kanserinin onemli nedenlerinden biri oldugu 6ne siiriilmiistiir (11). En iyi belgelenmis
kalitsal faktorler BRCAL1 (breast cancer 1) ve BRCAI12 (breast cancer 12) genleri olup,
bu iki genin, yumurtalik kanseri riskinin % 40'indan sorumlu oldugu bilinmektedir (12,

13).

Son zamanlarda bir dizi gen BRCAI etkilesimli protein 1 (BRIP1)(14),
Retinoblastoma-1 (RB1) (14), 0strojen reseptor genler (ESR1 ve ESR2) (15,16) ve D
vitamini reseptorii (VDR) genlerin (17) yumurtalik kanseri yatkinlik ile iliskili oldugu
bildirilmistir (14-17). Yapilan arastirmalar, artan Ostrojen seviyelerinin, ESRI1
tarafindan kodlanan ER-a'ya baglanarak yumurtalik kanseri riskini artirabildigini
gostermistir (18, 19). Ayrica HER reseptor tirozin kinaz familyasinin bir iiyesi olan
insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2'nin ER ile etkilestigi ve tiimor hiicresi

proliferasyonunu ve hayatta kalmayi diizenledigi bildirilmistir (20).

24.1. SKOV3 (Sloan-Kettering ovarian cancer 3/insan yumurtahk

adenokarsinoma hiicresi 3)

Adenokarsinom epitelyal kanseri (SKOV3) hiicre hatti, 1973 yilinda 64 yasinda Kafkas
etnik kokenli B RH+ kan grubu olan bir kadindan izole edilen adenokarsinom epitel
hiicre hattidir (21). Insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2'nin (HER2) SKOV3
hiicre hattinda asir1 ifade oldugu icin ¢alismalarda yaygin olarak kullanilan bir hiicre
hattidir (20). SKOV3 hiicreleri Era ve progesteron reseptdr icin pozitiftir. ER'nin
aktivasyonu, dogrudan transkripsiyonel hedeflerinin degismesine sebep olur, SKOV3

hiicrelerinin ER pozitif olmasi hiicrenin proliferasyonunu ve biyolojik aktivitesini



etkiler. Bununla birlikte, Ostrojenin yumurtalik tiimor hiicrelerinin davranisi tizerindeki
diizenleyici etkileri hala tam olarak aydinlatilamamustir (19, 22 ). SKOV3 hiicreleri
tiimOr nekroz faktoriine ve difteri toksini, cis-platinum ve adriamisin dahil olmak iizere

bircok sitotoksik ilaca direnglidir ( 21, 23, 24 ).
2.5. Otofaji

Otofaji, kelime anlamu olarak kendi kendini (auto) yeme (phagy) anlamina gelir ve
hiicre i¢ci makro molekiillerin ve organellerin bir kesecik icine almarak lizozomlara
dogru yonlendirilmesi ve lizozomla birleserek lizozomlarda parcalanmasma yol acan
bir mekanizmadir (25, 26). Otofaji, saglikli hiicrelerde bazal seviyede devaml olarak
gerceklesen; yanlis katlanmis proteinleri, hasarli organelleri, hiicrenin hasar gormiis
bilesenlerin yikimini saglayarak tekrar hiicreye kazandiran geri doniisiim mekanizmasi

olarak gorev yapar (28).

Yapilan ilk caligmalarda otofajinin, besin yoklugunda hiicre i¢i molekiillerin geri
doniisiimiinii saglayarak hiicrenin stres ortamina uyumuna yardim ettigi boylelikle hiicre

homeostazisinin korunmasinda etkili bir yol oldugunu gdéstermistir (26, 27).

Son on yil siiresince yapilan calismalarda otofajinin; hiicre ve metabolizmanin
diizenlenmesi, morfogenez, hiicre farklilagsmasi, yaslanma, hiicre 6liimii ve bagisiklik
sistemin bir parcasi olarak hiicre i¢i patojenlerin ve zararli maddelerin yikiminda da

etkili bir rol oynadig1 ortaya konmustur (26, 28).

Otofaji; makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracilikli otofaji seklinde en az ii¢ farkli
mekanizma ile gerceklesmektedir (29) (Sekil 1).

2.5.1. Otofajinin Mekanizmalari
2.5.1.1. Mikro-otofaji

Mikrootofaji, lizozom membranin ige dogru c¢okmesi ile sitoplazmanin lizozom
tarafindan dogrudan yenilmesi ve igeriginin lizozom icinde sindirime ugramasidir (30).

Mikrootofaji besin azlig1 durumlarinda gozlenir (26, 31) (Sekil 1).



2.5.1.2. Saperon Aracih Otofaji

Saperon aracilt otofaji lizozom zarinda gerceklesir. Katlanmamis KFERQ isaretli
proteinlerin lizozom zarma secici sekilde tasinmasi ve buradan lizozom liimenine

gecerek bu proteinlerin yikiminin gergeklesmesine yol acan otofaji tiiriidiir (29) (Sekil

1).
2.5.1.3. Makro-Otofaji

Otofajik hiicre Oliimiinii olusturan baslica mekanizmadir. Makrootofaji, ¢ift zarl
otofagozomlarin olusumu ile ilgili bircok basamaktan olusan kompleks bir otofaji tipidir
(32). Makromolekiillerin, organellerin fagozom i¢ine almip daha sonra olgunlasan
otofagozomlarin lizozomlarla yikilmasidir. Literatiirde en sik ¢alisilan ve mekanizmasi
en iyi aydinlatilmis olan otofaji tipidir. Bu nedenle ¢alismalarda makro otofaji yerine
otofaji kullanilmaktadir (Sekil 1). Bu tez ¢aligmasinda da makro otofaji ¢alisiimis olup
literatiirde kullanildig1 gibi makro otofaji terimi yerine otofaji terimi kullanilmistir (26,

28).
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makro-otofaji

/ otofagozom
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Sekil 1. Otofaji tipleri ve otofagozom olusum siirecinin ana basamaklar1 sematik
gosterimi.



Makro-otofaji, ¢cift membranli bir vakiiol olan fagofor tarafindan sitozol ve organellerin
cevrelerinin sarilmasini, ardindan otofagozom olusmasim1 ve  daha sonra da
otofagozomun bir lizozom ile birlesmesini ve asit hidrolazlar tarfaindan otofagozom
icerigininin tamamen parcalanmasini saglayan bir mekanizmadir. Mikro-otofaji siireci,
dogrudan lizozom tarafindan invaze edilen sitoplazmik materyalin bozulmasmi ifade
eder. Saperon aracili otofaji ise saperon proteini olan HS70, KFERQ denilen 6zel
aminoasit dizisiyle isaretlenmis ve katlanmamis substrat proteinini tanir ve baglanir ve
onu lizozom membranina tasir ve lizozomal reseptor Lamp-2A reseptoriine birlestirir ve
substrat protein lizozom i¢ine dogrudan translokasyon yapar ve lizozomal hidrolazlar
tarafindan parcalanir Boylece ii¢ farkli otofaji tipiylede hiicrenin enerji ihtiyaci

karsilanmis olur (29).

2.5.2. Otofajinin Molekiiler Mekanizmasi

Otofaji mekanizmasi olduk¢a karmasik bir siirectir. Ve genel olarak 4 basamak altinda
incelenir. Bu basamaklar sirasiyla

1. Baslama, indiiksiyon veya sinyal olusumu evresi

2. Cekirdeklenme evresi

3. Olgunlasma uzama evresi

4. Otofagozom tamamlanmasi ve fiizyon evresi

2.5.2.1. Baslama, indiiksiyon veya sinyal olusumu evresi

Makro-otofajide, otofagozom formasyonunun indiiksiyonu, Atgl (otofaji iliskili genl),

Atgl3 (otofaji iliskili genl3), Atgl7 (otofaji iliskili genl7), Atg31 (otofaji iliskili
gen31), Atg29 (otofaji iliskili gen29) kinaz kompleksiyle diizenlenir (32) (Sekil 2).



OTOFAJI

Sekil 2. Otofajinin indiiksiyonu; Indiiksiyon kompleksi ULK1 /2, ATG13, RBICC1 ve
C12orf44'ten olusur (33).

2.5.2.2. Cekirdeklenme evresi

Otofagozom olusumunda rol alan bir sonraki kompleks, ATGI14 igceren smf III
fosfatidilinositol ~ 3-kinaz ~ kompleksidir  (42). Bu  kompleks  fagoforun
cekirdeklenmesinde yer alir ve PIK3C3 / VPS34, PIK3R4 / p150 (mayada Vpsl5) ve
Beklin-1 igerir ( 34-40) (Sekil 3).

OTOFAJI

OTOFAJI

——|OTOoFAJI

Sekil 3. Otofagozomun cekirdeklenmesi (33).



2.5.2.3. Olgunlasma evresi

Hem maya hem de memelilerde, fagoforun genislemesine katkida bulunan ubikuitin
benzeri (UBL) proteinleri iceren iki konjugasyon sistemi ve ¢ok sayida Atg proteinleri

gorev alir (41) ( Sekil 4).

-

membrana
baglanma
ayriima

Sekil 4. Otofagozom uzamasi ve olgunlagmasi (33).

LC3, bir C-terminal glisinini (LC3-I) ortaya ¢ikarmak icin ATG4 tarafindan islenir. E1-
benzeri bir enzim olan ATG7, LC3-I'yi aktive eder ve onu E2-benzeri enzim ATG3'e
aktarir. ATG12-ATGS5-ATG16L1 kompleksi, AF3-1I'yi olusturmak icin
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fosfatidiletanolamin’in LC3-I ile konjugasyona bir f3o-ligaz olarak katilir, bu da
fagofor ile birlesen LC3-II'yi olusturur. LC3-1I daha sonra LC3'ii (dekonjiigasyon)
serbest birakmak i¢cin ATG4 ile parcalanabilir (41).

2.5.2.4. Otofagozom tamamlanmasi ve fiizyon

Otofajide son basamak, olgunlagsmis otofagozomlarin, endolizozom membrani ile
birlesmesidir (42) .Bu basamak olgun otofagozom membraninindan Atg proteinlerinin
ayrilmasmi gerektirir. Bu islem de Atg4 olmak iizere yine birka¢ Atg proteinleri
tarafindan diizenlenir. Otofagozomun lizozomla birlesmesinden sonra, vezikiil
iceriginin yikim1 lizozomda bulunan asit-hidrolaz enzimlerince gergeklestirilir.
Yikimdan sonra olusan kiicilk molekiiller 6zellikle amino asitler aclikta hiicresel
fonksiyonlarin korunabilmesi i¢in tekrar sitoplazmaya transfer edilir. Otofagozomlarin
lizozomlara hareketi mikrotiibiillere baghdir (43-46). Son caligmalar ise, endozom /
lizozom ile tamamlanmis otofagozomlarin fiizyonu igcin, SNAP29 gibi cok sayida

tanimlanmis SNARE proteinlerinin gorev aldigini gostermistir (47-50).
2.5.3. Sunulan Tez Cahismasinda Hedeflenen Otofajik Genler
2.5.3.1. LC3B geni ( Light Chance-3B)

Mikrotiibiille iligkili protein 1A / 1B-hafif zincir 3 (LC3), maya da tamimlanan Atg8'in
memeli homologudur. LC3B geni otofajinin anahtar bir regiilatoriidir ve memeli
hiicrelerinde otofagozomlarin olusumu i¢in temel olusturur (53, 54). Bu genin
olusturdugu LC3 proteini, sitozolde LC3-I ( lokalize olan LC3-I) veya otofagozomal
membranlarda LC3-II (LC3-I’in proteolitik tiirevi olan LC3-1I) seklinde olmak iizere iki
bicimde bulunur. Otofagozom olusumu sirasinda sitozolik LC3-I, fosfatidiletanolamine
(PE) konjuge edilerek membrana baghh LC3-II'ye doniistiiriiliir; bu islem El-benzeri
enzim Atg7 ve E2 benzeri enzim Atg3 ile katalize edilmektedir (51, 52, 56).
Otofagozomal LC3-1I, lizozomla otofagozomlarin fiizyonu sirasinda lizozomal

hidrolazlar tarafindan otofagozom membranindan ayristirilir.

Otofajinin indiiklenmesi, LC3-I'in LC3-II'ye doniismesini uyarir. Bu nedenle, LC3-11
otofajiye 0zgii bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir (55, 56).
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2.5.3.2. Beklin-1 geni

Otofaji, cok sayida otofaji ile iliskili genler araciligiyla diizenlenen kompleks bir
stirectir. Beklin-1 mayalarda bulunan Atg6’nin homologu olup, insanlarda otofajik

yolakta yer alan ilk tanimlanmig bir gendir (51, 52).

Beklin-1, hiicre farklilagsmasi, apoptoz ve otofajide Onemli bir rol oynayan c¢ok
fonksiyonlu bir proteindir. Beklin-1 birden fazla yardimci faktorler ile (Atgl4L,
UVRAG, Bif-1, Rubicon, Ambral, HMGBI1, IP3R) etkilesim olusturarak otofajiyi
tetikler, bu acidan otofajik yolakta 6nemi biiyiiktiir (33, 51).

2.6. siRNA ile Gen Susturma

Interferans RNA (RNAi) mekanizmas1 mayalardan memelilere kadar tiim okaryotlar
tarafindan kullanilan bir mekanizmadir. Gen ifadesinin susturulmasimni saglayan RNAi
yolaklari, “small interfering RNA (siRNA)” ve mikro RNA (miRNA) ad: verilen kiigiik
kodlanmayana RNA’lar ile gerceklesir (53). Hiicrenin gelisimi, farklilagsmasi, hiicre
cogalmas1 ve apopitoz gibi 6nemli biyolojik olaylarin diizenlenmesinde gorevlidirler
(54).  Ozelllikle siRNA’lar hedef dizilerine miikemmel eslesme gosterirler. Bu
ozelliklerinden dolayi, hedef genlerin fonksiyonlarimi arastirmak igin iiretilen sentetik
siRNA’lar son yillarda son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir. siRNA’lar, lipozom
veya benzeri sistemler araciligyla islemi ile kiiltiirdeki hiicrelere aktarilabildigi gibi,
dogrudan gelismis canli sistemlere de uygulanmaktadir (54). Ayrica siRNA’lar hedef
geni etkili bir sekilde susturulabildigi i¢in, bu teknoloji ¢esitli hastaliklarda 6zellikle de
kanser tedavisinde biiyiik bir terapdtik potansiyele sahip olarak goriilmekte ve hatta faz

IT ve III denemeleri yapilan siRNA’lar bulunmaktadir (54-56).



3.YONTEM VE GERECLER
3.1. GERECLER
3.1.1. Demirbas Malzemeler
1. Laminar Akim Kabini (Clean Air)
2. CO, ‘Li Inkiibator (Panasonic, MCO-19 A/C(UV))
3. Sogutmali Santrifiij (Beckman Counter)
4. Hassas Terazi (Sanyo)
5. Su Banyosu (Sanyo)
6. Calkalayici (Heidolph)
7. Derin Dondurucu -20 (Ugur)
8. Buzdolabi +4 (Siemens)
9. Invert Mikroskop (Leica)
10. Otoklav (Alp, CL-40M)
11. Pipet Tabancas1 (Gilson)
12. Mikropipet Seti (Gilson)
13. Vorteks (Heidolph)
14. Manyetik Karistirict (Heidolph)

15. Biorad Western Goriintiileme Cihazi (ChemiDocMP)
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. Floresan Mikroskop (Nicon TI)

3.1.2. Sarf Malzemeler

1.

9.

10

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

RPMI 1640 (Gibco)

. Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco)

. L-Glutamin (Gibco)

. Penisilin-Streptomisin (Gibco)

. Tripsin-EDTA (%0,05) (Gibco)

. Serolojik Pipet 5 ml, 10 ml, 25 ml (Grenier)
. Steril 6-24-96 Kuyucuklu Plaklar (Grenier)

. Pipet Ucu 0,1-10 pl, 5-200 pl, 200-1000 pl (Greiner)

Hiicre Kiiltiir Plaklar1 25 cm® (Grenier )
. Hiicre Kiiltiir Plaklar1 75 cm? (Grenier)
Cryo Tiip Steril (Isolab)

Fosfat Buffer Saline (PBS) (Biochrom)
Metanol (Merck)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Merck)
Blotting Grade Blocker (Biorad,)
Tween 20 (Biorad, kat-no.)

Glycine (Sigma)

Tris (Merch-milipore)

Membran (Bio Rad, Biorad Immun Blot Pvdf)

13
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20. Jel (Mini-Protean TGX, Precast Gel)
21. Filtre (Biorad Thick Blot Paper )
3.2. YONTEM

3.2.1. Kullamilan Hiicre Hatt1

Calismamizda epitelyal yumurtalik kanser hiicre hatti olarak SKOV3 hiicre hatti
kullanildi.

Hiicre Kiiltiirii

Kiiltiir islemleri ve kiiltiir iselemi i¢in gerekli olan hazirliklar steril ortamda Laminar air

flow kabinde yapildi.

Besiveri Hazirlanmasi

RPMI 1640 medyum icerisine, inaktive edilmis FBS, L-Glutamin ve
Penisilin/Streptomisin ilave edilerek hiicrelerin cogalmasi i¢in uygun besiyeri
hazirlandi. Hazirlanan medyum kullanincaya kadar +4 °C’ de muhafaza edildi,
kullanmadan ©nce c¢ikartilarak su banyosunda 37 °C’ ye getirildi, daha sonra

caligmalarda kullanildi.

Hiicrelerin Pasajlanmasi

Etiivden ¢ikarilan flasklardan medyumlar1 uzaklastirildi. Sonra Tripsin-EDTA flasklara
eklenerek yapisan hiicrelerin kaldirilmasi saglandi. hiicreler flasktan kaldirildiktan sonra
falkona alind1 ve santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant kismi atildi.Dipte kalan
pellet medyumla ¢ozdiiriildii ve medyum iceren yeni T-75’ lik flasklara transfer edilerek

hiicrelerin pasajlanmasi saglandi.
3.2.2. Kullamlan Small Interfering RNA (siRNA)’ lar

SKOV3 hiicrelerinde LC3 ve Beklin-1 genlerini baskilamak amaciyla iki farkli LC3
siRNA ve iki farkli Beklin siRNA kullanildi. Ayrica tiim deneylerimizde negatif kontrol
olarak (herhangi bir geni baskilamayan) iki farkli kontrol-siRNA da kullanild:.
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Amacimiza uygun siRNA’ lar, SASI_Hs numaralarina gore Sigma-Aldrich firmasimdan

temin edildi.

Hiicrelerin siRNA ile Transfeksiyonu

Hiicrelerin siRNA ile transfeksiyonu icin, transfeksiyon ajani olarak hyperfect
kullanildi. Tiim siRNA transfeksiyon deneylerinde hiicrelerin bulundugu ortama hiicre
sayisina gore ayarlanarak siRNA eklendi  ve hiicrelerin siRNA ile 72 saat

transfeksiyonu saglandi. Tiim iglemler steril sartlarda laminar air flow kabinde yapild.

Hiicrelerin Ac birakilmasi

Bilindigi gibi aclik otofajiyi indiikleyici major bir etkendir. Bu nedenle otofajiyi
indiiklemek ve pozitif kontrol olarak kullanmak i¢in, calismamizda kullanilan hiicrelerin
bir kism1 da serum icermeyen (FBS -) besiyerinde a¢ birakilarak cogaltildi. Tiim bu

islemler steril ortamda laminar air flow kabin kullanilarak yapilda.
3.2.3. Western Blot Analizi

Western blot analizi hedef proteinlerin ekspresyon seviyelerini belirlemek icin
kullanilan bir yontemdir. Western blot analizi hedef proteinlerin ekspresyon seviyelerini

belirlemek i¢in kullanilan bir yontemdir.

Western blot analizi i¢in, amaca uygun sartlarda ¢ogaltilan hiicreler toplandi. Toplanan
hiicreler, hiicre liziz tamponu kullanarak parcalandi ve bu hiicrelerden proteinler izole
edildi. Izole edilen proteinlerin konsantrasyonlar1 hesaplandi ve tiim hiicrelerden elde
edilen proteinler esit konsantrasyonlarda SDS-PAGE jele yiiklendi, yiirlitme tamponu
varliginda elektroforez tankinda elektrik akim varliginda 2-3 saat jelde proteinlerin
yiirlimesi (ayrilmasi) saglandi. Daha sonra proteinler, jelden membrana transfer edildi.
Sonra hazirlanan membranlarda hedeflenen proteinlerin ekspresyonlar1 goriintiileme

sistemi (Bio-Rad) kullanilarak analiz edildi.
3.2.4. Hiicre Proliferasyon/Biiyiime Analizi

Methods For Testingand  specification (MTS) hiicrelerin canlilik/proliferasyon
oranlarini analiz etmek i¢in kullanilan bir yontemdir. Calismamizda kullanilan hiireler

96’lik plate’lere ekildi. Inkiibasyonlarmm 24. saatinde LC3, Beklin-1 ve kontrol
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siRNA’lar 1ile transfekte edildi. Transfeksiyonlarm 72. saatinde hiicrelerin
inkiibasyonlar1 sonlandirildi. Bir kisim hiicreler ise inkiibasyonlarinin 96. saatinde, 0, 2
ve 4 saat serum icermeyen medyum igerisinde inkiibe edilerek ac¢ birakildi. Daha sonra
tim hiicrelerin canlilik oranlari PMS/MTS solusyonu kullanilarak ELISA reader’da
Olctimii yapildi.

3.2.5. Asidik Vezikiillerin (Otofajik Vezikiillerin) Tespiti

Akridin oranj, asidik vezikiiler olusumlar1 (otofajik vezikiiller, lizozom, endozom,
otofagozom vb.) belirlemek i¢in kullanilan floresan bir boyadir. Akridin oranj, asidik
vezikiiler yapilarin etrafinda birikerek sari-turuncu goriintii olustururken, sitoplazmay1
da yesile boyar. Calismamizda asidik vezikiiler olusumlar1 belirlemek icin, hiicreler
medya iceren 6’lik kaplara ekildi ve 37 °C’lik etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyonun 24.
saatinde  hiicreler LC3, Beklin-1 ve kontrol siRNA’larla transfekte edildi.
Transfeksiyonun 72. saatinde inkiibasyon sonlandirildi. Bir kisim hiicrelerde
inkiibasyonlarinin 96. saatinde serum icermeyen medyum icerisinde 0, 2 ve 4 saat
inkiibe edilerek a¢ birakildi. Sonra, tiim hiicreler i¢in, ortamdan medyum uzaklastirild:
ve akridin oranj ile boyandi ve hiicrelerin floresan mikroskop goriintiileri alinarak

otofajik vezikiiler olusumlar analiz edildi.
3.2.6. Klonojenik Tespit

Hiicreler, kontrol siRNA, LC3 ve Beklin-1 siRNA’lar ile transfekte edildi ve
transfeksiyon sonrasi bu hiicrelerde klon olusumu arastirildi. Bunun i¢in; medyum
bulunan 6’lik plate’lere uygun miktarlarda hiicreler ekildi ve kiiltiiriin 48. saatinde
hiicrelere siRNA (LC3, Beklin-1 ve kontrol siRNA ) transfekte edildi ve sonra 10-12
giin 37°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi, ortamdan medyum uzaklastirildi ve

hiicreler metanolle hazirlanmis % 10’luk kristal-viyole ile boyanda.
3.2.7. Apoptoz (Annexin-V) Analizi

Apoptoza giden hiicrelerin membran yapisinda degisiklikler meydan gelir. Normalde
hiicre membranm sitozole bakan yiiziinde (i¢ yiiziinde) bulunan fosfotidil serin,

apopitoza giden hiicrelerde membranin i¢ yliziinden dis yiiziine tasinir. Annexin-V



17

membranin dig yliziinde bulunan fosfotidil serini boyar. Bu nedenle yaygin olarak

apopitoz analizinde Annexin-V yontemi kullanilir.

Bir kisim hiicreler medyum iceren Kkiiltiir flasklarma ekildi ve inkiibasyonlarinin 24.
saatiinde siRNA’lar (kontrol siRNA, LC3, Beklin-1) ile transfekte edildi. 72 saatlik
siRNA transfeksiyonu sonrast hiicreler toplandi. Bir kisim hiicreler ise
inkiibasyonlarinin 96. saatinde, 0, 2 ve 4 saat serum icermeyen medyum icerisinde
inkiibe edilerek a¢ birakildi ve aglik sonrasi hiicreler toplandi. Daha sonra,annexin-V kit
icerigine uygun sekilde hiicreler islemlerden gecirildi ve Muse cihazinda apoptoz orani

olgildii.
3.2.8. Hiicre Dongii Analizi

Hiicreler medyum igeren kiiltiir flasklarina ekildi ve inkiibasyonlarinin 24. saatinde
siRNA’lar (kontrol siRNA, LLC3, Beklin-1) ile transfekte edildi. siRNA’lar ile 72 saat
muamele edildikten sonra hiicreler toplandi. Hiicre dongiisii analizi i¢in kullanilan kitin

icerigine uygun sekilde hiicreler islemlerden gecirildi ve Muse cihazinda analiz edildi.
3.3 istatistiksel Degerlendirme

Kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicrelerden elde ettigimiz verilerle, LC3 ve Beklin-
1 siRNA’larla transfekte ettigimiz hiicrelerden, ayrica normal sartlarda cogaltilan
hiicrelerle a¢ birakilan hiicrelerden elde ettigimiz verileri karsilastirmak amaciyla
istatistik analizi yapildi. Gruplar arasindaki farki gostermek amaciyla non-parametrik-t
testi kullanildi. p degeri p<0.05’ten kii¢iik ¢ikan sonuglar istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi. Istatistiksel analizler i¢in Graph Pad Prism 5 progran kullanildu.



4. BULGULAR

4.1. iki farkh LC3 ve iki farkh Beklin-1 siRNA ile transfekte edilen SKOV3

hiicrelerinde , LC3 ve Beklin-1’in ekspresyon seviyeleri

Oncelikle calismamizda kullanilacak olan siRNA’larin hedefleri olan LC3, Beklin-1,
ekpresyonlarin1 baskilayip baskilamadigini belirlemek icin hiicreler LC3-1, LC3-2 ve
Beklin-1, beklin-2 siRNA'’lar ile transfekte edildi. Transfeksiyon sonrasi hiicrelerden
proteinler izole edilerek westen blot analizi yapildi. Iki fakli LC3 siRNA ile transfekte
edilen hiicrelerde LC3 protein ekpresyonunun (Sekil 5a) iki fakli Beklin-1 siRNA ile
transfekte edilen hiicrelerde Beklin-1 protein ekpresyonunun (Sekil 5b), kontrol siRNA

ile transfekte edilen hiicrelere gore azaldigi bulundu. Beta aktin yiikleme kontrolii

olarak kullanild.
a. siRNA’lar b.
Kontrol LC3#1  LC3#2 Kontrol Beklin#1 Beklin#2

LC3-1 -- il T ‘ .
LC3_II | ———
Beta aktin *Beta aktin (D S

Sekil 5. Kontrol, LC3 ve Beklin-1 siRNA’lar ile transfekte edilen hiicrelerde bu
siRNA’larin hedef aldiklar1 genlerin iiriinii olan proteinlerin ekspresyon
seviyeleri.
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Western blot analiz sonuglarimiza gore segtigimiz siRNA’larin hedefimiz olan genlerin
tiriinii olan proteinlerin ekspresyonlarii baskiladigi icin sectigimiz bu siRNA’larin
uygun siRNA olduguna karar verildi ve bu asamadan sonraki tiim deneylerimizde

sectigimiz bu siRNA’lar kullanild1.

4.2. LC3 ve Beklin-1 siRNA’larla transfekte edilen SKOV3 hiicrelerinde asidik

vezikiiler olusumlarin analizi

LC3, Beklin-1 siRNA’larla transfekte edilen hiicrelerde otofajinin (asidik vezikiiler
olusumlarin) baskilanip baskilanmadigini kontrol etmek amaciyla, bu siRNA’larla 72
saat transfekte edilen hiicrelerde, transfeksiyon sonrasi akridin oranjla boyama yapildi
ve floresan mikroskopta otofajik vezikiiller olusumlar analiz edildi. Analiz sonuglarina
gore, kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde yogun bir bicimde asidik vezikiiler
olusumlar tespit edilirken, LC3 ve Beklinl-siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde
asidik vezikiilerin olusumunda belirgin bir sekilde azalma tespit edildi (Sekil 6).

LC3#1 siRNA LC3#2 siRNA
F . .
- Beklin#1 siRNA Beklin#2 siRNA

Sekil 6. LC3 ve Beklin-1 ve kontrol siRNA’larla transfekte edilen hiicrelerde asidik
vezikiiler olusumlar.
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4.3. Farkh zaman araliklarinda a¢ birakilan SKOV3 hiicrelerinde LC3 ve Beklin-1

proteinlerinin ekspresyon seviyeleri

Bilindigi gibi aclik otofajiyi indiikleyici major etkendir. Bu nedenle serum icermeyen
kiiltiir ortaminda SKOV3 hiicreleri a¢ birakilarak otofajinin tetiklenmesi saglandi ve
daha sonra bu hiicrelerde otofajinin belirteci kabul edilen LC3 ve Beklin-1
proteinlerinin ekspresyonlar: analiz edildi. Analiz sonuclarimiza gore 0. saate gore 2 ve
4 saat a¢ birakilan hiicrelerde LC3 ve Beklin-1 proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin
arttig1 bulundu (Sekil 7). Bu sonug bize hiicreleri maruz biraktigimiz aclik ortamimin

otofajinin tetiklenmesi i¢in uygun oldugunu gdosterdi.

Aclik siireleri

0 saat 2 saat 4 saat
LC3-1

i, g T

Beltahlie e o o e,

Sekil 7. Farkli zaman araliklarinda ac birakilan hiicrelerde LC3 ve Beklin-1 protein
ekspresyon seviyeleri.

4.4. Farkh zaman araliklarina a¢ birakilan SKOV3 hiicrelerinde asidik vezikiiler

olusumlarin analizi

SKOV3 hiicreleri 0, 2, 4 saat olmak iizere farkli zaman araliklarinda serum i¢cermeyen
medyumlu ortamda inkiibe edildi ve sonra otofajinin tetiklenip tetiklenmedigini kontrol
etmek amaciyla asidik vezikiiler olusumlar analiz edildi. Analiz sonug¢larimiza gore O.
Saate gore 2 ve 4 saat a¢ birakilan hiicrelerde asidik vezikiiler olusumlarin arttigi

bulundu (Sekil 8).
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Aclik siireleri

0 saat 2 saat 4 saat

Sekil 8. 0, 2 ve 4 saat a¢ birakilan SKOV3 hiicrelerinde asidik vezikiiler olusumlar.

4.5. LC3 ve Beklin-1 siRNA ile transfekte edilen SKOV3 hiicrelerinde hiicre
proliferasyon oram

Hiicreler hiicre sayisina uygun olacak sekilde iki farkli LC3 siRNA, Beklin- siRNA ve
kontrol siRNA ile 72 saat transfekte edildi. Transfeksiyon sonrasi, hiicrelerin
proliferasyon/canlilik orani. MTS analiz ile belirlendi. Yapilan analiz sonuglarimiza
gore, kontrol siRNA ve hedefimiz olan siRNA’larla transfekte edilen hiicreler arasinda,

canlilik oran1 agisindan anlaml bir fark olmadig1 bulundu ( Sekil 9).
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Sekil 9. LC3 ve Beklin-1 siRNA’larla transfekte edilen SKOV3 hiicrelerinde
proliferasyon orani.
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4.6. Farkh zaman aralklarinda ac¢ birakilan SKOV3 hiicrelerinde hiicre

proliferasyon oram

Hiicreler inkiibasyonlarinin 96. saatinde 0, 2 ve 4 saat siireyle serum icemeyen ortama
maruz birakilarak a¢ kalmalar1 saglandi. Daha sonra aclik siireleri dolan hiicrelerde
hiicre canlilik oranini belirlemek i¢cin MTS analiz yapildi. Analiz sonu¢larimiza gore,
achigin SKOV3 hiicrelerinin canliligini/proliferasyonununu azalttig1 ancak bu azalmanin

istatistiksel olarak onemli olmadigi bulundu (Sekil 10).
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Aclik sliresi

Sekil 10. 0, 2 ve 4 saat ac¢ birakilan SKOV3 hiicrelerinin canlilik orani.

4.7. LC3 ve Beklin-1 siRNA ile transfekte edilen SKOV3 hiicrelerinde apoptoz
orani ve kaspaz sinyal yolaginin aktivasyonu

Hiicreler hiicre sayisina uygun olacak sekilde iki farkli LC3 siRNA, Beklin- siRNA ve
kontrol siRNA ile 72 saat transfekte edildi. Transfeksiyon sonrasi, hiicrelerde apoptoz
oranim test etmek i¢cin Anneksin-V analizi yapildi. Yapilan analiz sonuglarimiza gore,
LC3 ve Beklin-1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde, apoptoz oranmin kontrol
siRNA ile transfekte edilen hiicrelere gére kismen azaldig1 bulundu ancak bu azalmanin

istatistiksel olarak onemli olmadigi bulundu ( Sekil 11).
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APQPTOSIS PROFILE

APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE

APOPTOSIS PROFILE

VIABILITY
[S)
VIABILITY
VIABILITY
VIABILITY

VIABILITY

5.55%
Early Apop.

7.00%
Early Apop.

560%
Early Apop.

6.80 %
Early Apop.

555%
Early Apop.

ANNEXINV  4g0

Apoptoz %

Sekil 11. LC3 ve Beklin-1 siRNA’larla transfekte edilen SKOV3 hiicrelerinde apoptoz
orani.

LC3 ve Beklin-1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde apoptoz sinyal yolaginda gorev
yapan kaspaz-8 ve kaspaz-9 proteinlerinin ekpresyon seviyeleri western blot analiz ile
degerlendirildi. Kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicrelerle hedefledigimiz
siRNA’larla transfekte edilen hiicreler arasmnda kaspaz proteinlerinin ekspresyonu

acisindan fark olmadigi bulundu (Sekil 12).



siRNA’lar

LC3#2  LC3#1 Kontrol Beklin#1 Beklin#2

aktif-kaspaz-8

kaspaz-8

aktif-kaspaz-9
kaspaz-9

Beta aktin

Sekil 12. LC3 ve Beklin-1 siRNA ile transfekte edilen SKOV3 hiicrelerinde kaspaz
proteinlerinin ekspresyonlar.

4.8. Farkh zaman araliklarinda a¢ birakilan SKOV3 hiicrelerinde apoptoz oram
ve kaspaz sinyal yolaginin aktivasyonu

SKOV3 hiicreleri inkiibasyonlarmin 96. saatinde 0, 2 ve 4 saat siireyle serum icermeyen
ortamda maruz birakilarak a¢ kalmalar1 saglandi. Daha sonra aclik siireleri dola
hiicrelerde apoptoz oranmni belirlemek i¢in Anneksin-V analizi yapildi. Analiz
sonucalarimiza gore, a¢ kalma siiresine bagli olarak hiicrelerde apoptoz oraninin

kismen arttig1 ancak bu artisin istatistiksel olarak dnemli olamadig1 bulundu (Sekil 13).
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Sekil 13. 0, 2 ve 4 saat a¢ birakilan SKOV3 hiicrelerinde apoptoz orant.

Farkli zaman araliklarinda a¢ birakilan SKOV3 hiicrelerinde apoptoz sinyal yolaginda
gorev yapan kaspaz-8 ve kaspaz-9 proteinlerinin ekpresyon seviyelerinde aclhiga baglh
olarak degisim olup olmadigini analiz etmek icin western blot analizi yapildi. Analiz
sonu¢larimiza gore, SKOV3 hiicrelerine a¢higin kaspaz-8 ve kaspaz-9 ekpresyon

seviyesini etkilemedigi bulundu (Sekil 14).
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Aclik siireleri

0 saat 2 saat 4 saat

aktif-kaspaz-8

kaspaz-8

aktif-kaspaz-9

kaspaz-9

Sekil 14. 0, 2 ve 4 saat a¢ birakilan SKOV3 hiicrelerinde aktif-kaspaz-8 kaspaz-8 ve
aktif-kaspaz-9, kaspaz-9 proteinlerinin ekspresyon seviyeleri.

4.9. iki Farkh LC3 ve iki Farkh Beklin-1 siRNA’larla Transfekte Edilen SKOV3
Hiicrelerinde Klon Olusumu Ve Klon Olusumdan Medyator Olan Proteinlerin

Ekpresyon Seviyeleri

SKOV3 hiicreleri iki farkli LC3 ve iki farkli Beklin-1 siRNA ve kontrol siRNA
kullanilarak transfekte edildi. Transfeksiyon sonrasi klon olusumu analiz edildi. Analiz
sonuclarimiza gére LC3 ve Beclin-1 siRNA’larla transfekte edilen hiicrelerle kontrol

siRNA ile transfekte edilen hiicreler arasinda klon olusumu agisindan fark bulunamadi

(Sekil 15).
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siRNA’lar
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Sekil 15. LC3 ve Beklin-1 siRNA’larla transfekte edilen SKOV?3 hiicrelerinde klon
olusumu.

LC3 ve Beklin-1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde hiicre cogalmasinda onkogen
(ERK, Src ) ve tiimor siipressor (PTEN) olarak gorev yapan proteinlerin ekpresyon
seviyeleri western blot ile analiz edildi. Analiz sonu¢larimiza gore kontrol siRNA ve
hedefimiz olan LC3 ve Beklin siRNA’lar ile transfekte edilen hiicrelerde ERK, Src ve
PTEN proteinlerinin ekpsresyon seviyeleri agisindan fark olmadigi bulundu (Sekil 16).
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siRNA’lar

Kontrol LC3#1 LC3#2 Kontrol Beklin#1 ~ Beklin#2

 — —
S ———

Sekil 16. LC3 ve Beklin-1 siRNA ile trasfekte edilen hiicrelerde hiicre cogalmasinda gorev
alan medyator proteinlerin ekspresyon seviyeleri.
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4.10. iki Farkh LC3 ve iki Farkh Beklin siRNA’larla Transfekte edilen
hiicrelerde hiicre dongii analizi ve hiicre dongiisiinde rol alan proteinlerin

ekspresyonlar seviyeleri

SKOV3 hiicreleri iki farkli LC3 ve iki farkli Beklin-1 siRNA ve kontrol siRNA
kullanilarak transfekte edildi. Transfeksiyondan 72 saat sonra hiicrelerde hiicre dongii
analizi yapildi. Analiz sonug¢larimiza gore, kontrol siRNA ve hedef siRNA’larla
transfekte edilen hiicrelerde, hiicre dongiisiiniin GO/G1, S ve G2/M fazinda bulunan
ortalama hiicre sayilarinin birbiri ile benzer oldugu bulundu (Sekil 17). Hem kontrol
siRNA ile hem de LC3 ve Beklin-1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde GO/G1
fazinda bulunan hiicre sayismin az oldugu, hiicrelerin biiyiikk bir ¢ogunlugunun G2/M

fazinda oldugu tespit edildi (Sekil 17).

siRNA’lar
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Sekil 17. LC3 ve Beklin-1 siRNA ile trasfekte edilen hiicrelerde hiicre dongiisii analizi.



30

siRNA’lar

LC3#2 LC3#1 Kontrol Beklin#1 Beklin#2

Siklin-D! | — - D e

Sekil 18. LC3 ve Beklin-1 siRNA ile trasfekte edilen hiicrelerde hiicre dongiisiinde rol
alan cyclin-D1 proteinin ekspresyon seviyesi.

LC3 ve Beklin-1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde hiicre dongiisiiniin G1
evresinde gorev yapan Siklin-D1 proteinin ekspresyon seviyesi western blot ile analiz
edildi. Analiz sonuclarimiza gore kontrol siRNA ve hedefimiz olan LC3 ve Beklin-
siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde Siklin-D1 ekspresyon seviyesinin benzer oldugu

bulundu (Sekil 18).



5. TARTISMA VE SONUC

Yumurtalik kanserleri diinyada goriilen kanserler arasinda en yaygin ikinci siray: alan
kanserler olarak bilinmektedir. Diinyada heryil 200.000’den daha fazla kadini
etkilemektedir. (4). Yumurtalik kanserler spefisik semptomlar gostermez bu nedenle
vakalarin 2/3 ii ileri evreye gelinceye kadar teshis edilemez. Ameliyat gibi klasik tedavi
yontemleri ve yeni gelistirilen kemoterapik ajanlar kismen iyilesmeye yol agmaktadir.
Ancak yumurtalik kanser hiicreleri kemoteropatik ajanlara karsi direng gelistirdikleri
icin ve agresif tipleri diger dokulara metastaz yaptig1 icin iyilesme oranmin % 75’1

gecmedigi bildirilmektedir (46).

Yumurtalik kanseri teshis konduktan sonra tip-I’lerin %90, tip-II’ler %75 ve daha ileri
derecede olan tip-III-IV tipte olanlarin % 25’1 en fazla 5 yillik bir 6mre sahip oldugu
rapor edilmistir (4). Bu yiizden bu kanserlerin erken teshisi ve gelisimini takip
edebilmek icin yeni biyomarkerlar ve yeni terapotik ajanlarin gelistirilmesi gerektigi

onerilmektedir (4, 9, 47).

Otofaji, evrimsel olarak korunmus bir lizozomal yikim yoludur ve hiicrelerin metabolik
stres sartlarinda adaptasyonunu saglar. Bunun yanisira, indiiklenmis asir1 otofaji,
otofajik hiicre dliimiine yol acabilir ve bu da tip II programli hiicre 6liimii olarak bilinir
(56-59). Otofajinin hiicrelerde c¢ift yonlii etki gostermesinden dolayi, cesitli kanser
tirlerinde yapilan c¢aligmalarda, otofajinin islevinin hala tartismali oldugu rapor
edilmektedir. Benzer sekilde, yumurtalik kanser hiicrelerinde otofajinin rolii
incelendiginde;  Yumurtalik kanser hiicrelerinde, otofajinin  aktivasyonunun
kemoterapiye rezistansta dnemli rol oynadig1 ve otofajinin baskilanmasinin terapotik
ilaclara karsi1 kanser hiicrelerinde duyarliligi artirdigi gosterilmistir (60-62). Yine,
kemoterapik ajanlarin yumurtalik kanser hiicrelerinde otofajiyi uyardigr ve uyarilan
otofaji baskilandig1 zaman, bu hiicrelerde proliferasyonunun baskilandigi gosterilmistir

(47). Tersine, yumurtalik kanser hiicrelerinde , artmis otofaji seviyesinin bu hiicrelerin
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agresif davranigimi azalttigr ve kemoterapiye cevabi artirdigi gosterilmistir (48). Yine
yapilan bagka bir ¢calismada da, yumurtalik kanser hiicrelerinde otofaji uyarildigi zaman
hiicre ¢ogalmasinin baskilandig1 apopitozun uyarildigi gosterilmistir ve bu c¢alisma
grubu yumurtalik kanser hiicrelerinde II. Programlanmis 6lim mekanizmasi olarak
gorev yaptigi ileri siiriilmiistiir (4). Bizim verilerimize gore ise, hem aclikla uyarilmig
otofajinin hem de Beklin-1 ve LC3 aracili baskilanmis otofajinin SKOV3 hiicrelerinin
klon olusumu ve apopitozda bir roliiniin olamdigini gostermistir. Hem bizim caligma
verilerimiz hem de literatiir bilgileri, yumurtalik kanser hiicrelerinde otofajinin rolii ile
ilgili bir celigkinin oldugunu ve yumurtalik kanser hiicrelerinde otofajinin roliiniin

aydinlatilmasi icin ¢calismalarin devam etmesi gerektigini diisiindiirtmektedir.

Bir¢ok hiicrede otofajik aktiviteyi degerlendirmek i¢in LC3 ve Beklinl yaygin olarak
kullanilmaktadir (63). Sunulan ¢alismada da, LC3 ve Beklin-1 genlerini hedef alan
siRNA’larla transfekte edilen SKOV3 hiicrelerinde, siRNA’lar araciligiyla bu genler
baskilandiginda asidik vezikiiler olusumlarin ve dolayisiyla bu siRNA’lar araciligiyla
otofajik aktivitenin baskilandigi bulundu. Elde ettigimiz sonug¢larimiz, literatiirdeki
verilerle benzer olup, LC3 ve Beklin-1 genlerinin SKOV3 hiicrelerinde de otofajik
aktivitenin diizenlenmesinde rol oynadigimi ve SKOV3 hiicrelerinde otofajik aktivitenin

belirteci LC3 ve Beklin-1’in olarak kullanilabilecegi bulundu.

Otofaji aclikla tetiklenen bir mekanizma olarak bilinmektedir (59, 64-67). Bu nedenle,
caligmamizda SKOV3 hiicreleri farkli zaman araliklarinda serum icermeyen ortamlarda
ac brrakildir ve agliktan sonra hiicrelerde otofajik aktivite degerlendirildi. Hiicrelerde
otofaji indiiklendigi zaman, sitozolik LC3-I’e fosfatidetetanolamin (PE) ilave edilerek
LC3-II'ye doniistiiriilir ve LC3-II otofagozom membranlarina lokalize olur.
Dolayisiyla, LC3-1I ekspresyonu otofaji indiiksiyonunun bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir (49, 68). Bu nedenle, calismamizda, a¢ kalan SKOV3 hiicrelerinde
otofajik aktiviteyi degerlendirmek icin LC3-II proteininin ekspresyon diizeyleri
incelendi. A¢ birakilan SKOV3 hiicrelerinde birkag¢ saat i¢inde LC3-1I ekspresyonunun
arttig1 dolayisiyla agiligin SKOV3 hiicrelrinde otofajinin aktivasyonu uyardigi bulundu.
Benzer sekilde, Beklin-1 ekspresyonu serum acgligina yanit olarak arttigi bulundu. Elde
ettigimiz verilerimiz, literatiir verileri ile benzer olup, SKOV3 hiicrelerinde de aglikla
otofajik aktivitenin uyarildigini yani yumurtalik kanser hiicrelerinde de serum aghgi ile

olusturulan stresin otofajik aktiviteyi uyardigini gosterdi. Ayrica, SKOV3 hiicrelerinde
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aclik araciligiyla otofajik aktivitenin uyarildig: asidik vezikiil olusumundaki artiglarla da

dogruland1.

Yumurtalik kanser hiicrelerinde, Beklin-1 genin de heterozigotluk kaybi oldugu ve
Beklin-1 genin mono allel olarak bulundugu bilinmektedir (69-73). Ancak yapilan bir
caligmada, Beklin-1 ekspresyonun hem yumurtalik kanser hastalarinda hem de saglikli
normal hastalarda benzer oldugu bulunmustur. Fakat ilging bir sekilde, ayni caliymada
bu hastalarda Beklin-1 ekspresyonunun baskilanmasinin otofaji iizerinde hicbir etkisinin
olmadig1 gosterilmistir. Benzer sekilde, yumurtalik kanser hiicre hatti olan CaOV3,
OVCARS, SKOV3 ve HeyA8 hiicrelerinde yapilan c¢alismalarda da Beklin-1
ekspresyonun otofajik aktivite de bir rol oynamadig1 gosterilmistir (74). Halbuki bizim
souclarimiz, Beklin-1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde otofajik vezikiiler
olusumlar azaldigi, aghk sartlarinda Beklin-1 ekpresyonunun arttigi dolayisiyla
SKOV3 hiicrelerinde Beklin-1’in otofajik aktivite de rol oynadigin1 gostermektedir.
Ancak, akridin oranj boyama ile otofajik vezikiiller disinda endozom, lizozom gibi
asidik vezikiiler olusumlar da tespit edilmektedir. Bu nedenle Beklin-1 geninin SKOV3
hiicrelerinde otofajik aktivite de rol alip almadigin1 dogrulamak i¢in, otofajik aktiviyeti

gosteren kantitatif bir analizin yapilamasinin gerekli oldugunu diistinmekteyiz.

Yumurtalik kanser hiicrelerinde, Beklin-1 ekspresyonunun tanimlanmamis bir
mekanizma ile hiicre canliligma katkida bulundugu rapor edilmistir (74). Bizim
calismamizda ise yapilan MTS ve apopitoz analiz sonuclarimiza gore Beklin-1’in
SKOV3 hiicrelerinde, hiicre canhliginda ve apoptozda bir roliiniin olmadigi

gosterilmistir.

Yumurtalik kanseri olan hastalarda, LC3 ve Beklin-1 ekspresyonlarinin normal saglikli
kisilere gore yiiksek oldugu ve LC3 ve Beklin-1 ekspresyon seviyesi ile yumurtalik
kanser hastalarinin kotii prognozu arasinda bir korelasyon oldugu rapor edilmistir (75).
Benzer sekilde, yumurtalik kanser hiicrelerinde otofajik aktivitenin yiiksek oldugu ve
artmis otofajik aktivitenin hiicrelerin metastaz yapmasinda katkida bulundugu
gosterilmistir (76, 77). Halbuki, bizim ¢alismamizda, LC3 ve Beklin-1 siRNA aracili
ile otofaji baskilandiginda, kanser hiicrelerinin en temel 6zelliklerinden biri olan klon

olusumunda ve apopitoz oraninda bir degisiklik olmadig1 bulunmustur.
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Otofaji roliinden dolayr a¢ kalan hiicrelerin enerji ve besin talebini karsilar. Ancak
hiicrelerde siirekli devam eden otofajinin, otofajiye bagli hiicre 6liimiine yol actig: ileri
siirilmektedir (69). Bizim daha Once yaptigimiz calismada ise, normal epitel
hiicrelerinde aclik sonrasinda hiicre canlihiginin/proliferasyonun azaldigi bulunurken,
agresif meme kanser hiicrelerinde ise aclik sonrasi hiicre canliliginin daha da arttigi
gosterildi (70). Tam tersi olarak, sunulan bu calismamiz da ise, aghigin SKOV3

hiicrelerinde hiicre biiyiimesi ve cogalmasi iizerinde bir etkiye sahip olmadig1 bulundu.

Bu durum, aclik sartlarinda hem farkli kanser tiplerinde hem de normal/saglikl epitel
hiicrelerinde farkli sinyal yolaklarinin devreye girdigini ve hiicrelerde farkl cevaplarin

olusmasina yol actigini1 gostermektedir.

Besin kithig1 hiicrelerde 6nemli bir stres kaynagidir. Besin kitligina normal hiicrelere
gore kanser hiicreleri ¢ok hizli cogaldiklari i¢in daha fazla maruz kalirlar. Ancak, kanser
hiicreleri normal hiicrelerden farkli olarak, siirekli olarak cogaldiklari i¢cin normal
hiicrelerden daha fazla besine ihtiya¢ duyarlar ve ozellikle de agresif ve hizli biiyliyen
timoOr hiicreleri ¢ok ciddi besin eksikligine maruz kalirlar. Kanser hiicreleri canli
kalabilmek ve bu stres sartlarmin iistesinden gelebilmek i¢in farkli mekanizmalar
gelistirirler. Bu yiizden kanser hiicreleri ve normal hiicreler achk sartlariyla 6zellikle de
serum eksikligiyle karsilastiklarinda farkli cevap verirler (69). Bizim daha Once
yaptigimiz ¢alismada serum igermeyen ortamda inkiibe edilen normal hiicrelerde aclik
apopitozu tetiklerken, agresif meme kanser hiicrelerinde aglik apopitozu baskiladi (70).

Oysa SKOV3 hiicrelerinde a¢gligin apopitoz oranini etkilemedigi bulundu.

Bu veriler, normal epitel hiicrelerinde acglikla uyarilmig otofajinin, normal epitel
hiicrelerinde bir Oliim mekanizmas1 olarak davrandigini, agresif meme kanser
hiicrelerinde hiicre canliligin1 koruyucu bir mekanizma olarak gorev yaptigini, farkli bir
kanser tipi olan SKOV3 hiicrelerinde ise otofajinin hiicre canlilifinda ve dliimiinde bir
roliiniin olmadigimi gostermektedir. Dolayisiyla, ayni strese kars: farklr hiicrelerin farkls
tepki gostermelerinin, farkli sinyal yolaklarmin aktiflesmesine veya baskilanmasina

bagli oldugunu diisiinmekteyiz.
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Hiicre proliferasyonu, apopitoz ve hiicre dongiisii biriyle yakindan iligkilidir. Bu yilizden
caligmaizda LC3 ve Beklin-1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde hiicre dongiisii
analizi yapildi. Kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicrelerle benzer sekilde hiicre
dongiistiniin S ve G2/M fazinda olduklar1 tespit edildi. Bu sonuclarimiz, MTS, apoptoz

verilerimizi dogruladi.

Ayn1 zamanda, apopitoz ve hiicre dogiisii verilerimizle uyumlu olarak, hem LC3 ve
Beklin-1 ekspresyonlarmin susturuldugu SKOV3 hiicrelerinde hem de farkli zaman
araliklarinda a¢ birakilan SKOV3 hiicrelerinde, kaspaz aracili apopitozda rol oynayan
kaspaz ve hiicre dongiisiinde gorev yapan Siklin-D1 proteinlerinin ekspresyon
seviyelerinin degismedigi bulundu. Ayrica bu hiicrelerde onkogenik protein olan ve
hiicre ¢cogalmasimda medyator olarak gorev yapan pSrc , pERK proteinlerinin ve timor
sipressOr olarak gorev yapan PTEN proteinin ekspresyon seviyesinde degisiklik

olmadig1 bulundu.

Literatiirde, yumurtalik kanser hiicrelerinde otofajinin rolii ile ilgili farkli sonuclar
mevcuttur. Baz1 calismalar, yumurtalik kanser hiicrelerinde otofajinin koruyucu bir rol
oynadigini, hiicre canliligin katkida bulundugunu, otofaji inhibitorleri araciligiyla
otofaji baskilandigi zaman hiicre Oliimiiniin indiiklendigini bildirmistir (78-81). Bazi
caligmalar ise, yumurtalik kanser hiicrelerinde, indiiklenmis otofajinin hiicre Oliim
mekanizmasi olarak gorev yaptigmi ve hiicre canliligmi baskiladigini (82-84), hatta
baskilanmis otofajinin yiiksek invazyon ve migrasyonla iligkili oldugunu rapor

etmislerdir (84).

Bizim caligmamizdan elde ettigimiz tiim sonuclarimiz ise, LC3 ve Beklin-1 siRNA
aracili otofajinin baskilandigt SKOV3 hiicrelerinde veya aglikla otofajik aktivitenin
uyarildigt SKOV3 hiicrelerinde, hiicre canliliginin, klon olusumunun ve apopitoz
oranmin degismedigini ortaya koydu. Bu verilerimiz, yumurtalik kanser hiicrelerinde
otofajinin koruyucu ve ya hiicre olimiinii tetikleyici bir fonksiyon yapmadigini ve
dolayisiyla bu kanserlerin tedavisi i¢in otofajinin teropatik bir hedef olmadigina isaret
etmektedir. Ancak otofajinin karmasik fonksiyonundan dolay: farkli kanser tiirlerinde
farkli rol oynamaktadir. Bu nedenle, yumurtalik kanserlerinin bagta ila¢ direngli tipleri
olmak iizere bagka tiplerinde otofajin rolii ile ilgili arastirmalarm yapilmasinin gerekli

oldugunu diisiinmekteyiz.
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