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SIMGE ve KISALTMALAR

Bu c¢aligmada kullanilmis bazi kisaltmalar, agiklamalar ile birlikte asagida sunulmustur.
Eger kullanilan terimin Ingilizcesinin bas harflerinden olusan kisaltma literatiirde
yaygin olarak kullaniliyorsa, calismada ilgili terimin Ingilizce kisaltmasi tercih
edilmistir.

Kisaltma Aciklama

NIH National Institutes of Health (Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisii)

KHDAK Kiigiik hiicre dis1 akciger kanseri

TKI Tirozin kinaz inhibitori

EGFR Epidermal biiytime faktorii reseptorii

ATG Autophagy-related genes (Otofaji iliskili genler)

ROS Reactive oxygen species (Reaktif oksijen tiirleri)

CMA Chaperone-mediated autophagy (Saperon aracili otofaji)

BCA Bisinkoninik asit

bp Base pair (Baz ¢ifti)

cDNA Komplementer deoksiriboniikleik asit

DGCRS Mikroisleyici kompleks altiinite 8

dH,O Distile su

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium

GAPDH Gliserldehit-3 fosfat dehidrogenaz

HBSS Hank's Balanced Salt Solution (Dengeleyici Tuz Cozeltisi)

HRP Horseradish Peroxidase (At turpu peroksidazi)

RNA Riboniikleik asit

MiRNA Mikro-riboniikleik asit

MRNA Mesajci riboniikleik asit

PBS Phosphate buffered saline (Fosfat tuz tamponu)

PVDF Polyvinylidene difluoride (Poliviniliden floriir)

RISC RNA-induced silencing complex (RNA ile indiiklenen susturma
kompleksi)

RPMI Roswell Park Memorial Institute

RT-PCR Real-time PCR (Gergek zamanli-polimeraz zincir reaksiyonu)

SDS Sodyum dodesil siilfat

SIRNA Small interferring RNA

TBS Tris buffered solution (Tris- tuz tamponu)

TBST Tris buffered solution-Tween 20 (Tris- tuz tamponu —Tween 20)

TEMED Tetrametiletilendiamin

UTR Untranslated region (Kodlanmayan bolge)

viii
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OZET

Akciger kanseri, tiim kanser tiirleri arasinda iilkemizde ve diinyada kansere baglh
Olimlerde ilk sirada yer almaktadir. Cerrahi miidahele, radyoterapi ve kemoterapi,
timor billylimesini azaltabilir, ancak genellikle niiks goriliir. Otofaji, hasarl
organallerin ve uzun Omiirlii proteinlerin lizozomal yikimini kapsayan hiicresel bir
stiregtir. Kanserin erken evrelerinde tiimor baskilayici olarak gorev yapar ve genomik
kararsizligin azaltilmasi yonilinde c¢alisarak kanser olusumunu engeller, fakat ilerleyen
evrelerde hasarli protein ve organellerin yikilip, kanserli hiicreye besin kaynagi olarak
geri kazandirilmasina ve hiicrenin kemoterapiye karsi direng gelistirmesine katki saglar.
Bu nedenle son yillarda sitotoksik kemoterapi ile birlikte otofaji inhibisyon stratejileri
de Onerilmeye baslanmistir. Bu tez calismasinda, kiiclik hiicre dis1 akciger kanseri
modeli olan A549 ve HTB-54 hiicre hatlarinda miR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-
5p’nin otofajiyi nasil diizenlediklerinin arastirilmast ile tedavi edici 6zelliklerinin olup
olmadiginin gosterilmesi amaglanmistir. Bu amagla sitotoksisite, apoptozis, hiicre
proliferasyonu, koloni olusumu, hiicre go¢ii ve otofaji siiregleri iizerindeki olasi
etkilerinin arastirilmasi igin g¢alismalar yapilmig, her ii¢ mikroRNA’nin da otofajiyi
baskiladig1 ve ayrica timor baskilayict gibi davranarak hiicre proliferasyonu ve hiicre
gociinil azalttig da gosterilmistir. MiR-96-5p’nin otofaji genlerinden ATG9A’y1, miR-
101-3p’nin ATG4D’yi hedefleyerek otofajiyi baskiladiklar1 gosterilmis, miR-138-5p
icin hedef tanimlanamamistir. Bu mikroRNA’larin otofajiyi inhibe ederek, akciger
kanseri hiicrelerinin sag kalimimi azaltmasi, onlarin akciger kanseri tedavisinde

potansiyel yeni birer aday olabileceklerini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Otofaji, akciger kanseri, mikroRNA, miRNA
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ABSTRACT

Lung cancer is leading cause of cancer-related deaths among all types of cancer in the
world and our country as well. Survival rate is about 5 years despite treatment. Surgery,
radiotherapy and chemotherapy may reduce tumor growth, but usually relapse occurs.
Autophagy is a cellular process involving lysosomal degradation of damaged organelles
and long-lived proteins. Autophagy acts as a tumor suppressor at early stages of cancer
by removing damaged proteins and organelles and prevents cancer formation by
reducing genomic instability. However, at later stages, it provides nutrients and energy
to cancer cells by breaking down damaged proteins and organelles and it contributes
resistance to cancer therapy via supporting cancer cells against cell stress conditions.
Therefore, combination of cytotoxic chemotherapy and autophagy inhibition strategies
have been proposed. In this study, it was aimed to investigate how miR-96, miR-101
and miR-138 regulate autophagy in A549 and HTB-54 lung cancer cell lines and
whether they have therapeutic properties. To examine effects of these microRNAs on
cytotoxicity, apoptosis, cell proliferation, colony formation, cell migration and
autophagy processes, several assays were performed. All three miRNAs have been
found to suppress autophagy and all act as a tumor suppressor, suppress cell
proliferation and migration. MiR-96-5p was found to suppress autophagy by targeting
ATG9A, miR-101-3p was shown to suppress autophagy by targeting ATG4D, the target
for miR-138-5p was not identified. These microRNAs have shown to be potentially new
candidates in treatment of lung cancer by reduction of lung cancer cell viability through
inhibiting autophagy.

Keywords: Autophagy, lung cancer, microRNA, miRNA
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1. GIRIS ve AMAC

Akciger kanseri, diinyada en yaygin goriilen kanser tiirii olup, Amerikan Ulusal Saglik
Enstitiisti (NIH) verilerine gore 2012°de kanser tanisi alan tiim hastalarin %13 tini
olusturmaktadir. Akciger kanserinin kiiglik hiicreli ve kiigiik hiicreli dis1 olmak iizere
baslica iki tiirii vardir. Tiim akciger kanserlerinin yiizde 85'inden sigara i¢menin
sorumlu oldugu tahmin edilmektedir. Cerrahi operasyon, radyoterapi ve kemoterapi
baslica tedavi stratejilerdir fakat tedaviye ragmen sagkalim orani yaklasik 5 yildir. Bu
tedaviler, timor biliylimesini azaltabilir, ancak genellikle niiks olusur. Ciinkii genetik
heterojenite ve tiimor plastisitesi, mortaliteden sorumlu olan ilag direnci ve metastazina

katkida bulunmaktadir (1).

Otofaji, hiicre i¢i hasarli protein ve organellerin, otofagozom adl ¢ift zarli kesecikler
icine alinarak, lizozoma yonlendirilmesini, burada lizozomal enzimler tarafindan
yikilmasini ve ortaya ¢ikan yapi taslarinin hiicrenin yeniden kullanimina sunulmasini
kapsayan bir siirectir. Biliylime faktorii eksikligi, oksijen yetersizligi ve aglik gibi
hiicrelerin strese maruz kaldigi kosullarda, otofajinin uyarilmasiyla organel ve
proteinlerin yikimi gerceklesir ve ortaya cikan yapi taslari hiicreye besin ve enerji
saglayarak hiicre homeostazisinde rol oynar (2). Son yillarda yapilan g¢aligmalar,
otofajinin hiicre farklilasmasi, hiicre metabolizmasinin diizenlenmesi, hiicre i¢i
patojenlerin yikilmast gibi fizyolojik siireglere katkida bulundugunu goéstermistir (3).
Bunun yani sira otofaji mekanizmasindaki aksakliklarin kanser, norodejeneratif ve
enfeksiyon hastaliklariyla iligkisi oldugu, dolayisiyla patofizyolojik durumlara da etkisi
oldugu gosterilmistir (4).

Otofajinin kanserde hem onkogenik hem de tiimor baskilayici rolii s6z konusudur ve
hangi yonde olduguna tiimoriin tipi ve evresi gibi hiicresel sartlara bagl olarak karar
verilir. Erken evrelerde hasar gérmiis protein ve organelleri ortadan kaldirarak timor
baskilayict olarak gorev yapar ve genomik kararsizligin azaltilmasi yoniinde calisarak
kanser olusumunu engeller, fakat ilerleyen evrelerde karsilasilan oksijen ve besin
yetersizligi, endoplazmik retikulum ve mitokondriyal stres, kemoterapi, radyoterapi gibi
hiicresel streslerle, kanser hiicresinin bas etmesi yoniinde ¢alisir (5). Hasarli protein ve
organellerin yikilip, kanserli hiicreye besin kaynagi olarak geri kazandirilmasia ve

hiicrenin kemoterapiye karsi direng gelistirmesine katki saglar. Akciger kanserinin



tedavisinde mevcut kullanilan kemoterapi ilaglari hiicre Sliimiinii tesvik etmektedir,
ancak niiks ve ilag direnci sik goriilmektedir. Bu yiizden sitotoksik kemoterapi ile

birlikte otofaji inhibisyon stratejileri de onerilmeye baglanmistir.

MikroRNA’lar (miRNA’lar) 17-25 niikleotid uzunlugunda tek zincirli kodlanmayan
RNA’lardir. Hedefledikleri genlerin mRNA’lar1 ile baz eslesmesi yaparak, hedef
mRNA'nin yikimina ya da proteine ¢evrilmelerinin (translasyon) baskilanmasina sebep
olur. Bu sebeple miRNA’lar, genlerin transkripsiyon sonrasi negatif diizenleyicileri
olarak ifade edilebilir. miRNA’larin, kanser dahil bir¢ok hastalikla iligkili olduklar
gosterilmistir (6). Tim kanserlerde oldugu gibi akciger kanserinde de kanserlesmeyi
tesvik eden veya kanserinin olugmasini baskilayan miRNA’lar bulunmaktadir ve her
gegen giin bunlara yenileri eklenmektedir (7). Giiniimiizde biyobelirteg olarak saptanan
ve patentlenen miRNA’lar ile bunlarin tedavi amagl kullanildigi faz 1 ve faz II

calismalar mevcuttur (8-9).

Bu tez calismasinda, kii¢lik hiicre dig1 akciger kanseri modeli A549 ve HTB-54 hiicre
hatlarinda, miR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-5p’nin otofaji yolagini baskilayici
rollerinin olup olmadiginin gosterilmesi ve bununla baglantili olarak, hiicre
proliferasyonu, hiicre gocii ve koloni olusumu gibi hiicresel o6zelliklerin nasil
etkileneceginin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amacla akciger kanseri hiicre hatlarina
mikroRNA mimik transfeksiyonu yapilmis, gen ifadelerindeki artisin otofaji ve diger
hiicresel siireglere etkisi arastirilmistir.  Otofajinin  hangi mekanizma tizerinden
diizenlendiginin gosterilmesi amaciyla otofaji genlerinden ATG4D’yi hedefleyen miR-
101 ve miR-138 ile ATG9A’y1 hedefleyen miR-96, biyoinformatik veri araglariyla
secilmistir. MiR-96’nin ATG9A’y1, miR-101"in ATG4D’yi hedefleyerek otofajiyi
baskiladiklar1 gosterilmistir. MiR-138’in  ATG4D’yi hedeflemedigi gosterilmis,
dolayisiyla bu durum, onun baska mekanizmalar {izerinden otofajiyi baskiladigini
diistindiirmiistiir. Her ii¢ miRNA’nin da akciger kanserinde hiicre proliferasyonu, hiicre
g0ocii, koloni olusumu gibi hiicresel siiregleri baskiladigi gosterilmistir. Sonug olarak,
kiigilik hiicre dis1 akciger kanserinde (KHDAK), miR-96, miR-101 ve miR-138’in hiicre
proliferasyonu ve hiicre gogiine yol agan molekiiler mekanizmalardan biri oldugu
gorilmektedir. Transfeksiyon sonrasi gen ifade seviyelerindeki artigin, proliferasyon ve
hiicre goclinii baskilamasi da géz Oniine alindiginda, akciger kanseri tedavisi igin

potansiyel birer aday olabileceklerini sdyleyebiliriz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, diinyadaki en yaygin ikinci kanser tiirii olup hem kadinlarda hem de
erkeklerde kansere bagli dliimlerin 6nde gelen nedenidir. Akciger kanserinin iki ana
tiiri vardir. Kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK), tiim akciger kanserlerinin yaklasik
% 10-15"ini olustururken, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (KHDAK) ise yaklasik
% 80-85 oranindadir. KHDAK, ayrica adenokarsinoma (tiim akciger karsinomlarinin
yaklasik% 50's1), skuamdéz hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli karsinom seklinde alt
siiflara ayrilir. Tiim akciger kanserlerinin % 85'inden sigaranin sorumlu oldugu tahmin
edilmektedir. Akciger kanserinde medikal tedavilere ragmen sagkalim orani disiiktiir
(10). Ortalama sagkalim siiresi 5 yil olsa da NIH 2008-2014 verilerine gore, hastalarin
sadece %18,6’s1 5 yil hayatta kalmaktadir (NIH). Bunun temel sebebi erken tani
oranlarinin diisiik olmasidir. Cogu vakaya etkin bir tedavinin olmadigi ileri evrede
teshis konulmaktadir. Hastalarin erken evrede (evre I ve II) tanis1 kondugunda sagkalim
orani artar ¢linkii tiimor ya da lobektomi rezeksiyonu erken donemde miimkiin
olmaktadir. Bu nedenle erken tani akciger kanserinde ¢ok 6nemlidir. Cerrahi miidahele,
radyoterapi ve kemoterapi, akciger kanserinin baslica tedavi yontemleridir. Bu
tedaviler, tiimor biiylimesini azaltmakta fakat, hastalarin biiylik bir kisminda genellikle
niiks meydana gelmektedir. Genetik heterojenite ve tiimor plastisitesi niiks nedenini
aciklayan olas1 mekanizmalardandir. Her ikisi de mortaliteden sorumlu olan ilag direnci

ve metastazina katkida bulunur (1).

2.1.1. Akciger kanserinde anahtar tam1 ve prognostik mutasyonlar

Timor olusumu ve gelisimi ile genetik degisiklikler arasinda iliski oldugu ilk olarak
1976'da Nowell tarafindan Onerilmistir (11). Daha sonra sitogenetik, molekiiler
sitogenetik ve molekiiler genetik alanindaki ilerlemeler, kanserin cesitli genomik
degisimler tarafindan y&nlendirildigini gostermistir (12). Ozellikle, sekanslama
teknolojilerindeki gelismeler, tiim kanserlerin yiiksek c¢Oziiniirliklii genomik
manzarasini ortaya ¢ikarmistir. Birinci nesil sekans teknolojileri kullanilarak

protoonkogenler ve onkojenik siiriicli (driver) mutasyonlar tanimlanmistir.



Siirlicti mutasyonlar1 genellikle, hiicrenin proliferasyonu ve hayatta kalmasi i¢in kritik
olan ve normal bir hiicrenin kansere doniismesine neden olan sinyal proteinlerinin
genlerinde meydana gelir. KRAS ve TP53 mutasyonlari, kii¢lik hiicreli olmayan akciger
kanserlerinde en erken saptanan mutasyonlardir. Bununla birlikte, 2004 yilinda
epidermal biiylime faktorii reseptoriinde (EGFR) klinik olarak anlamli mutasyonlar
tespit edilmistir. Bu mutasyonlar 6zellikle tirozin kinaz inhibitorii (TKI) tedavisine
cevap veren akciger kanseri hastalarinin tiimor dokularinda tespit edilmistir (13). EGFR
mutasyonu, Amerika ve Asya’da KRAS mutasyonundan sonra goriilen en yaygin ikinci
mutasyondur. Amerika'da akciger adenokarsinomlu hastalar arasinda, Afrika Amerikal
ve Kafkasyalilarda goriilme oran1 yaklagik % 15 iken Asya popiilasyonlarinda goriilme

oran1 yaklasik % 60’tir (14-15).

EGFR mutasyonlari, genellikle 21. ekzonda meydana gelen ve aminoasit degisimine
sebep olan bir mutasyon (L858R) ile 19. ekzonda kiigiik insersiyonlar ve delesyonlar
seklinde olusan genetik degisiklikleri kapsamaktadir. L858R mutasyonu, EGFR
mutasyonu saptanmis akciger tiimorlerinin yaklasik %43'inde goriilmektedir (16). Bu
mutasyonlar onkojenik sinyal yollarinin aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu
mutasyonu tasiyan farelerin, birinci nesil EGFR tirozin kinaz inhibitorlerinden (TKI)
gefitinib ve erlotinib gibi TKI'lere duyarli olduklar1 gosterilmistir (17). Daha az siklikta
goriilen ALK ve ROS1 mutasyonlari, ilk olarak 2007'de akciger adenokarsinomlarinda
tanimlanmistir. Bu mutasyonlar akciger kanserlerinin % 5S'inden daha azinda
saptanmaktadir (18-19). Bir proto-onkogen reseptor tirozin kinaz MET igin tasarlanan
bir inhibitér olan Crizotinib’in, ALK ve ROSI1 mutasyonu olan, kii¢ciik hiicre dist
akciger kanserli hastalarda yanit olusturdugu bulunmustur (20). Ciinkiit MET, ALK1 ve
ROS1 molekiillerinin ATP baglama bdlgeleri %77 amino asit benzerligi tasimaktadir.
ALK1 ve ROS’da meydana gelen genomik degisiklikler nadir olmakla birlikte,
genellikle adenokarsinomlarda ve sigara i¢meyenler arasinda goriilir (20-21). Bu
nedenle, ilerlemis akciger adenokarsinomlu tiim hastalarin sigara igme durumlarina
bakilmaksizin ALK, ROS1 genomik diizenlenmeler ve EGFR mutasyonlar1 agisindan

degerlendirilmesi 6nerilmektedir (22).

Diger oOnemli onkojenik mutasyonlar BRAF, ERBB2, MET, RET ve KRAS'da
goriilmektedir. Ayrica tiimor baskilayict genlerdeki mutasyonlarin prognostik degere
sahip oldugu ©6ne siiriilmektedir. Ornegin TP53 ve RB1 mutasyonlarinin

adenokarsinomda EGFR TKI tedavisinden sonra kiiciik hiicre doniisiimiine katki
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sagladigi diisiiniilmektedir. Her ne kadar tek basina bu genlerdeki mutasyonlarin kiigiik
hiicre doniisiimiinii saglamaya yetmeyecegi bilinse de, katkilar1 oldugu diisiiniilmiistiir
(23-24). EGFR mutasyonu tasiyan hastalarda, yanit alinmis hedefe yonelik tedaviye
ragmen, EGFR TKI tedavisini takiben yaklasik bir yil sonra genellikle niiks
olusmaktadir. ALK ve ROS1 mutasyonu olan ve ilk basamak hedefe yonelik tedavi alan
hastalarda ise ortalama 8 ve 19 ay sonra niiks gorilmektedir (21, 25). EGFR
mutasyonlarindan T790M mutasyonu, tedaviye direncin ana sebebidir. Niiks sirasinda
hastalarin yaklasik % 50-60'inda bu EGFR mutasyonu goriilmektedir. Diger direng
mekanizmalar1 olarak PIK3CA yolunun aktivasyonu, Met amplifikasyonu ve kiiciik
hiicre dis1 akciger kanserinin kiigiik hiicreli akciger kanserine dontisiimi (kiigiik hiicre
transformasyonu) sayilabilir (26). ALK mutasyonlu hastalarda Crizotinib direnci
cogunlukla sekonder ALK mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir. ROS1 mutasyonu
tasiyan hastalarda Crizotinib direncinin mekanizmasi heniiz iyi tanimlanmamustir.

Bununla birlikte, ROS1 mutasyonu tasiyan bazi vakalar bildirilmistir (27-28).

2.2. Otofaji

Otofaji terimi ilk kez 1963 yilinda, lizozomun kesfedilmesinden kisa bir siire sonra
Christian de Duve tarafindan kullanilmistir. Bu kelime eski Yunanca’dan tiiretilmis ve
kendi kendini yemek anlamina gelmektedir (29). Otofaji, mayalardan memelilere kadar
tirler aras1 korunmus 6nemli bir mekanizmadir. Mayalarda bugiine kadar tanimlanmig
42 farkli otofaji iliskili gen (autophagy-related genes (ATG)) vardir ve bu otofajik
genlerin memelilerde homologlari veya ortologlari bulunmaktadir (30). Hiicrenin i¢inde
bulundugu sartlara gdre hiicrenin hayatta kalmasina ya da 6lmesine karar verilmesinde
rol alan bir mekanizmadir. Toksik olabilecek hiicresel bilesenleri ortadan kaldirarak,

hiicre i¢i dengenin saglanmasi yoniinde ¢alisir (31).
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Sekil 2.1. Otofaji yolagi ve ana otofaji proteinlerinin sematik gosterimi (91)

Otofaji, hiicre i¢i proteinlerin ve organellerin, otofagozom adi verilen ¢ift zarli bir
kesecik icine alinmasi, lizozomla kaynasmasi (fiizyon), otofagozom igeriginin
lizozomal enzimlerle yikilmasi siirecidir (Sekil 2.1). Bdylece yikilan protein ve
organellerinden ortaya ¢ikan yapi taslari hiicrenin yeniden kullanimina kazandirilir.

Otofaji, protein agregatlarini ve hasarli organelleri uzaklastiran, hiicre homeostasisi igin
gerekli olan ve hiicrenin sagkalimi i¢in ¢alisan bir mekanizma olarak i goriir. Boylece
otofaji; DNA hasarini, reaktif oksijen tiirlerini (ROS) ve mitokondriyal bozukluklari
azaltarak normal hiicreleri tiimor hiicrelerine doniismekten korur (32). Diger taraftan
apoptozun miimkiin olmadigi durumlarda, uyaricinin tiirii, siiresi ve miktar1 gibi
degiskenlere bagli olarak, otofajinin hiicre Sliimiine yol agtifi da gosterilmistir. Bu
yiizden otofajik hiicre 6liim, tip II hiicre 6liimii olarak siniflandirilmistir. Otofaji i¢in,
hiicrenin i¢inde bulundugu sartlara gore hiicrenin hayatta kalmasina ya da 6lmesine

karar verilmesinde rol alan bir mekanizma olarak tanimlanabilir (4-5).

Otofaji, hiicrenin maruz kalabilecegi aclik, oksijen yoklugu, patolojik stres, protein
agregatlarinin olusmasi, enfeksiyon gibi farkli ¢cevre kosullarina ayak uydurabilmesini
saglayan etkili ve i¢sel diizenleyici bir mekanizmadir. Protein agregatlari ile organeller
gibi biiylik molekiil ve yapilar otofaji ile yikilmaktadir. Otofaji, bazal seviyede tiim
hiicrelerde meydana gelmektedir ve insanlarda dogumdan itibaren organizma ile
hiicresel seviyede normal sagligin devam ettirilmesinde onemli rol oynar (33). Son
yillarda yapilan bazi ¢alismalarda otofajinin birgok farkli hastalikla yakindan iliskili
olabilecegi gosterilmistir (34). Norodejeneratif hastaliklar, kanser, bagisiklik sistemi
hastaliklar1 ve l6semi otofajinin rol oynadigi hastaliklara drnek olarak verilebilir (35-

38).



2.2.1. Otofaji Cesitleri
Otofaji, fizyolojik isleve ve paket dagitimina bagl olarak 3 grupta siniflandirilir (Sekil

2.2). Bunlar; makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili otofajidir (chaperone-
mediated autophagy (CMA)) (31).
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Sekil 2.2. Otofaji gesitleri

2.2.1.1. Makrootofaji

Hasarl1 organellerin ve uzun omiirlii proteinlerin yikilmasinda 6nemli role sahiptir ve
biitlin hiicrelerde bazal diizeyde gerceklesir. Genel olarak otofaji denildiginde
makrootofajiden bahsedilmektedir. Yikimm gerceklestigi yer ise lizozomla

otofagozomun olusturdugu enzimatik yikimdan sorumlu ‘otofagolizozom’ yapisidir

(39).

2.2.1.2. Mikrootofaji
Lizozomal membraninin ige dogru ¢okmesi ile sitoplazma igeriginin lizozom igine

alindig1 ve dogrudan yikimin gerceklestigi otofaji gesididir (40).

2.2.1.3. Saperon aracih otofaji (chaperone-mediated autophagy - CMA)

Saperonlar tarafindan tanmman KFERQ motifini (Lys-Phe-Glu-Arg-Gln) tasiyan
proteinler saperon-aracili otofaji ile yikilirlar. Bu proteinler lizozomal yikim igin 1s1 sok
proteini 70 (hsp70) ile lizozoma yonlendirilirler. Daha sonra LAMP2A (lizozomla
iligskili membran proteini tip 2A) ile baglanir. Son olarak lizozomal enzimler tarafindan

yikim gergeklestirilir (41)



Hem makrootofaji hem mikrootofaji segici ve segici-olmayan sekilde ¢alisiyor olabilir.
Secici olmayan otofaji, paketlenmemis sitoplazma yikimindan sorumludur. Gonderilen
yere gore, se¢ici otofaji ise mitokondri i¢in ‘mitofaji’, endoplazmik retikulum i¢in ‘ER-
faji’, lizozom igin °‘lizofaji’, proteozom igin ‘proteofaji’, ¢ekirdek icin ‘niikleofaji’,
bakteri-viriisler i¢in ‘xenophagy’ olarak ifade edilir (42-44). CMA ise sitoplazmik
proteinlerin aract molekiillerle lizozomlara gonderildigi ‘secici lizozomal yikim

yolagr’dir.

2.2.2. Otofaji Olusum ve Diizenlenme Mekanizmalari

Otofajinin baglangi¢ asamasinda, sitoplazmada, hedef molekiiliin c¢evresinde
otofagozom adi verilen c¢ift veya ¢oklu membran kesecikler olusur. Daha sonra
otofagozomlar lizozomlarla birleserek otolizozomlar1 olustururlar. Son olarak,
lizozomlardaki hidrolitik enzimler otolizozom igerigini pargalar ve ortaya ¢ikan yapi

taglar1 hiicrenin yeniden kullanimina kazandirilir (31).

Otofajiyi diizenleyen en dnemli protein mTOR’dur. mTORC1 ve mTORC?2 olmak iizere
iki protein kompleksinin yapisinda yer alir. mTORCI1 alti proteinden olusmaktadir.
Bunlar; mTOR, Deptor, Raptor, Ttil/Tel2 kompleksi, PRAS40 and mLST8dir.
MTORC2 ise mTOR, Deptor, Rictor, mLST8, mSinl, Ttil/Tel2 kompleksi ve Protorl/2

olmak tizere 7 proteinden olusmaktadir (39).

mTORC1 (Mammalian Target of Rapamycin Complex1), bir serin-treonin kinaz iiyesi
olup, hiicre biiylimesi, ¢ogalmas1 ve metabolizmanin diizenlenmesinden sorumludur.
Ayrica otofajinin kontroliinde de 6nemli role sahiptir. mTORCI, besin/enerji/redoks
sensOrii olarak is goren bir komplekstir. Aminoasit, glukoz, oksijen ve biiylime faktorii
gibi hiicre i¢i ve dist uyaranlar, lipid ve protein sentezini diizenlemesi igin mTORC1'i

uyarirlar (Sekil 2.3) (45).
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Sekil 2.3. Otofajinin mTOR ile diizenlenme mekanizmasi

Hiicrede normal sartlar altinda, besin varliginda mTORCI1 aktiftir ve otofaji

proteinlerinden ULK1/2-ATG13 kompleksini fosforile ederek inaktif halde kalmalarini

saglayarak otofajinin uyarilmasinmi engeller. Hipoksi, biiylime hormonu eksikligi ve

aclik gibi stres kosullarinda ise mTORC]1 inaktif hale gelir. inaktif mTORC1, ULK1/2-

ATG13’i fosforile edemez ve mTORCI1’den ayrilirlar ve bdylece otofajinin ilk

basamagi uyarilmis olur (Sekil 2.4) (46).
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Sekil 2.4. Otofajinin aglik kosullarinda mTOR {izerinden aktive edilmesi (47)

MTORC?2, biiyiime faktorleri tarafindan uyarilmasina ragmen, besin maddelerine cevap

vermez. MTORC2'nin biyolojik rolleri heniiz ¢ok iyi agiklanmamuistir. Hiicre iskeletinin

yeniden diizenlenmesi, hiicre gocii ve sagkalimda rol aldig1 gosterilmistir (48).



2.2.3. Otofaji Siireci Basamaklari
Otofaji mekanizmasi 4 adimda gergeklesmektedir (Sekil 2.5). Bunlar; uyarilma

(indiiksiyon), c¢ekirdeklenme (niikleasyon), uzama ve lizozomla birlesip yikimin
gerceklestigi fazlardir (49).
® Atg5-Atgl2-Atgl6L

; 2 Lizozom
LC3-I Endozom

Baslama ~ Uzama Olgunlasma
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Sekil 2.5. Otofaji siirecinin sematik gésterimi (39)

2.2.3.1. Uyarilma (indiiksiyon) fazi
Ik adim, otofagozom adi verilen membran yapisinin olusmasi icin uyarilmanin

gerceklestigi adimdir. Hiicrenin besin ya da enerji ihtiyact oldugunda mTORCI inaktif
hale gelir. Inaktif mTORCI1, ULK1/2-ATG13’ii fosforile edemez ve mTORC]1’den
ayrilirlar (46). Daha sonra ULK1/2 kendi kendini, Atgl3 ise FIP200 i fosforilleyerek
aktiflestirir ve boylece otofaji uyarilmis olur (Sekil 2.4) (50)

2.2.3.2. Cekirdeklenme (niikleasyon) fazi
Bu asama, otofagozomal membran yapisinin ¢ekirdeklenmeye basladigi asamadir.

Membranin kaynagi ER, mitokondri veya Golgi olabilir. Bu asamada fosfatidilinozitol
3-kinazlar (PI3K) rol oynamaktadir (51). Memelilerde sinif I, sinif II ve sinif 111 olmak
tizere li¢ stnif PI3K vardir. Smif I PI3K otofaji inhibitorii olarak gorev alirken, siif III
PI3K aktivatdr olarak davranir ve ¢ekirdeklenme fazinda 6nemli rol oynar. Sinif II PI3K

otofaji ile iligkili degildir. (52)

Cekirdeklenme asamasi bir¢cok proteinin bir araya gelip kompleks olusturmasiyla
gerceklesir (Sekil 2.6). Bu siirecin ilk adiminda ATG6 olarak da bilinen Beclinl ile
Bcl-2, UVRAG, Bif-1, Ambral, PI3K (Vps34), Vps15, Rubicon ve Atgl4L gibi bir¢ok
proteinin etkilesimi gereklidir. Stres kosullarinda mTORC1’in baskilanmasi, sinif III
PI3K (VPS34) aktivasyonunu saglar. Boylece fosfotidilinozitol fosforillenir ve

otofagozomal membran yapisina katilacak olan fosfolipidlerin iiretilmesi saglanir (39).
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Sekil 2.6. Otofagozom olusumunda ¢ekirdeklenme faz1 (39).

2.2.3.3 Uzama fazi

Lizozomda yikilacak kargonun paketlenmesi i¢in, c¢ekirdeklenmeden sonra,
otofagozomal zarin uzayip bir vezikiil olusturmasi gereklidir. Uzama asamasinda
ubikitin benzeri iki sistem gorev almaktadir. Bunlar; Atgl2- Atg5 ile ATGS8/LC3
ubikitin benzeri sistemlerdir (Sekil 2.7) (46).

Atgl2-AteS konjiigasyonu Atz5-Atgl2-Atgl6L
komplakst
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Sekil 2.7. Otofagozom olusumunda uzama fazi (39)
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Birinci sistemde ilk olarak Atgl2 ve Atg5 kovalent olarak birbirlerine baglanir. Bu
baglanmanin gergeklesebilmesi icin E1 ve E2 benzeri olan ATG7 ve ATG10’a ihtiyag
vardir. ik olarak ATG7, ATG12’yi aktive eder. ATG12 bdylece ATG10 ile baglanur.
Baglanmanm ardindan ATG7 ayrilir. ikinci olarak ATG12, ATG5’e baglanir ve bu
baglanmanin da ardindan ATG10 ayrilir. Daha sonra ATG16L1, ATG5’¢e baglanir (53).

Ikinci sistemde bir sistein proteaz olan ATG4, sitoplazmada bulunan LC3’iin C
ucundaki Arginini keserek Glisin kalintisini ortaya ¢ikarir. Bu islenmis formuna LC3-I
denir. Daha sonra El-benzeri Atg7 ve E2-benzeri ATG3 tarafindan, LC3-T’e
fosfatidiletanolamin (PE) baglanarak LC-II olusturulur. Bu siirece ilk adimda olusan
Atg5-Atgl2-Atgl6 kompleksi, E3 benzeri enzimatik aktivite ile aracilik eder (39).
Boylece lipid eklenen LC3-II formu otofagozom zarmin hem i¢ hem de dis yiizeyine

yerlesebilmektedir (54). Bu sebeple LC3-II otofaji belirteci olarak tanimlanmistir (55).

Ubikitin benzeri sistemler bu sekilde birlikte calisarak otofagozom zarimin uzayip,
vezikiil yapisinin olugsmasini saglarlar. Vezikiil kapandiktan sonra gorevleri biter ve

ayrilirlar (56).

2.2.3.4. Lizozomla birlesme ve yikim fazi

Otofajinin son asamasi, otofagozom zarinin lizozom zar1 ile kaynasarak otolizozomlarin
olugmasini ve otofagozom igeriginin lizozomal enzimlerle yikilmasini kapsar. Fiizyonun
tam olarak nasil gergeklestigi heniiz aciklanmamistir. UVRAG, smif C Vps
proteinleriyle (Vpsl1, Vpsl6, Vps18, Vps33, Vps39) etkileserek Rab7’nin katilmasini
ve aktive edilmesini saglar. LAMP2 ve ESCRT proteinlerinin de kaynagma siirecine
katki sagladigi bilinmektedir (39, 57). Son olarak otofagozom igerigi lizozomal
enzimler tarafindan yikilir ve ortaya ¢ikan yapi taglari hiicrenin yeniden kullanimina

sunulur.

2.2.3.5. ATG9A’nin Otofaji Siirecindeki Rolii

Atg9, otofagozom olusumu igin gerekli olan tek transmembran Atg proteinidir. Onciil
otofagozomal yapilarin olusumu i¢in ¢ekirdeklenme bolgesi organizasyonunda 6nemli
bir rol oynar. ULK1/2 kinaz kompleksi, otofajiyi indiiklemek igin aktive edilirken;
ATGO sistemi, fagofor uzamasi icin gereklidir (58). Onceki ¢alismalar, endoplazmik
retikulum, golgi aparat1 ve plazma zar1 gibi otofagozom olusumuna katkida bulunan ¢ok
sayida membran kaynagi oldugunu gostermistir (59-61). ATG9 un otofagozom olusumu

icin dondr organellerden membranin yonlendirilmesinde 6nemli bir rol oynadig
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distiniilmektedir (62). Bu yiizden, ATG9'u diizenleyen mekanizmalar1 anlamak,

otofajiye mekanik bir bakis a¢is1 kazandirmak i¢in 6nemlidir.

Atg9, insanlarda Atg9A ve Atg9B olmak iizere iki farkli izoformda bulunur. Atg9A tiim
dokularda bulunurken, Atg9B, plasenta ve hipofizde yogunlasmistir ve hipoksik
kosullarla uyarilir (63-64). Calismamizda ATG9A nin hedeflenmesi amaglanmustir.

2.2.3.6. ATG4D’nin Otofaji Siirecindeki Rolii

Atg4 ailesi otofagozom biyogenezinde rol alan bir sistein proteaz ailesidir. Otofagozom
membran yapisina katilmak {izere sitoplazmada bulunan ATG8/LC3’iin C ucundaki
Arginini keserek Glisin kalintisin1 ortaya ¢ikarir ve LC3-l olustururlar. Daha sonra
LC3-I’e, E3 benzeri enzimatik aktivite gosteren Atg5-Atgl2-Atglé kompleksi
tarafindan fosfatidiletanolamin (PE) eklenerek LC3-II formuna doniistiiriliir ve
otofagozom membran yapisina katilmasi saglanir. Eger ATG4 tarafindan LC3 aktive
edilmezse otofagozom olusumu engellenmis olur (65). Atg4 ayrica lizozomal fiizyon
asamasinda Atg8-PE arasindaki kovalent bagi yikmakla da sorumludur. Boylece bir
sonraki otofagozom olusumu igin Atg8 geri doniistiriilmiis olur. Atg8'in hem PE
baglanmasi igin islenmesi hem de delipidasyon reaksiyonlar1 otofagozom olusumu igin
olduk¢a Onemlidir (66). Atg4, Atg8'in islenmesi ve delipidasyonu yoluyla otofajiyi
diizenleyen tek proteazdir. Ayrica Atg4 aktivitesi, oldukca otofaji-spesifik oldugundan,
Atg4'tin inhibisyonu, otofajinin inhibisyonuna yol agar ve bu nedenle Atg4, otofajiye

0zgii inhibitorleri gelistirmek i¢in ¢ekici bir hedeftir (67).

ATG4 sistein proteaz ailesi, ATG4A, ATG4B, ATG4C ve ATG4D olmak tizere 4
homologdan olusur. ATG4D tiim dokularda yaygin olarak bulunmaktadir (65).

Calismamizda ATG4D’nin hedeflenmesi amaglanmustir.

2.3. Kanser ve Otofaji

Normal hiicrelerde otofaji, protein agregatlarin1 ve hasarli organelleri uzaklastirarak
hiicre sagkalimina katki saglayan bir mekanizma olarak iglev goriir. Otofajinin kanserde
hem onkogenik hem de tiimor baskilayici rolii s6z konusudur ve hangi yonde olmasi
gerektigi hiicresel sartlara bagli olarak karar verilir (5, 68). Otofaji kanserin erken ve

gec evrelerine ve hiicresel ¢evreye bagli olarak, ROS kaynagi olan hasarli veya
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kiimelenmis protein, organelleri temizleyerek oksidatif ve genotoksik stresi
baskilayarak, kotli ortam kosullarin1 yok ederek hiicre canlilifina katki saglamaktadir.
Bu nedenle otofaji, baslarda tiimorojenik aktiviteyi baskilar ve otofajinin bu asamada
baskilanmasi tiimér olusumunu artirir (69-70). Kanser olusumundan sonra ise otofaji,
kanser hiicrelerinin hayatta kalmasina ve ¢ogalmasina katki saglayabilmektedir. Baska
bir deyisle, otofaji tiimdriin evresine bagli olarak ¢ift yonli etkiye sahiptir (5). Erken
evrelerde hasar gérmiis protein ve organelleri ortadan kaldirarak tiimor baskilayici
olarak gorev yapar ve genomik kararsizligin azaltilmasi yoniinde calisarak kanser
olusumunu engeller, fakat ilerleyen evrelerde karsilasilan besin yetersizligi,
endoplazmik retikulum ve mitokondriyal stres, kemoterapi, radyoterapi gibi hiicresel
streslerle kanser hiicresinin bas etmesi yoniinde c¢alisir. Hasarli protein ve organellerin
yikilip kanserli hiicreye besin kaynagi olarak geri kazandirilmasina ve hiicrenin
kemoterapiye karsi diren¢ gelistirmesine katki saglar (71). Timorli hiicrelerde
otofajinin hayatta kalmay1 saglayabilmesinin yani sira, eger timorli hiicrede apoptoz
mekanizmas1 hataliysa hiicreyi 6liime gotiirebilecegini ve otofajinin diizenlenmesinin
(modulation) tiimor karsitt bagisiklik yanitta etkisinin oldugunu gosteren galismalar da

vardir (72-73).

Yapilan bir caligmada otofaji yolaginda rol alan Fip200 molekiiliiniin islevselliginin
engellenmesinin farede timor gelisimini azalttigi, Atg5 ve/veya Atg7 delesyonunun
farede karaciger tiimorlerine sebep oldugu ifade edilmistir (68, 74). Ayrica, otofajide
Beclin-VPS34 kompleksinin, Atg3-4-5-6-7-4-12 ve 16’nin rol aldigi basamaklarda
problem olmasinin tiimor olusumuna katki sagladigini ifade eden calismalar soz

konusudur (75).

2.4. MikroRNA’lar

MikroRNA’lar (MiRNA’lar) 17-25 niikleotid uzunlugunda tek zincirli kodlanmayan
RNA’lardir. Hedefledikleri mRNA’larla baz eslesmesi yaparak etkilesirler. Bunun
sonucunda ti¢ farkli sekilde hedef genin susturulmasini saglarlar. Bunlar; hedef
mRNA’nin  yitkimi, hedef mRNA’nin  poly(A) kuyrugunun kisaltilmasiyla
kararsizlastirilmas: veya translasyonun baskilanmasi seklindedir (76). Bir miRNA,
hiicrede birden fazla mRNA’1 hedefleyebildigi gibi benzer sekilde tek bir mRNA birden
¢ok MIRNA i¢in de hedef olabilir. Bu etkilesim sekliyle insanlarda transkriptomunun
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yarisinin MiRNA’larla diizenlendigi diisiiniilmektedir (77). Hiicre biiylimesi, boliinme,
farklilagma, hiicre oliimii gibi bircok hiicresel yolakta gorev alan genlerin
diizenlenmesinden sorumludurlar ve hiicrede hemen hemen her yolakta gorev
almaktadirlar. mMiRNA’lar genelde genlerin negatif diizenleyicileri olarak davransalar da
mRNA’larin 3’ucu disinda farkli bolgelerine baglanip, gen ifadesini arttirdiklarina dair

sonuglar da gosterilmistir (78).

MikroRNA’lar intron, ekzon veya intergenik olmak lizere genomda pek ¢ok boélgeden
sentezlenebilirler. Cogunlugu RNA polimeraz II enzimi tarafindan sentezlense de RNA
polimeraz I1I tarafindan sentezlenenen MiRNA’lar da vardir (79-80). Oncelikle birincil
MIRNA olarak adlandirilan ve uzunluklart 1 kb’dan daha fazla olan pri-miRNA
sentezlenir. Olgun MiRNA’nin olusum asamalar1 Sekil 2.8°de gosterilmistir. 1lk
basamakta pri-miRNA, Drosha ve DGCRS8’den olusan bir mikroisleyici kompleks
(microprocessor complex) tarafindan kesilerek islenir. Sonug¢ olarak 70-100 bp
uzunlugunda 6nciil MIRNA olarak adlandirilan sag tokasi seklinde pre-miRNA olusur.
Daha sonra pre-miRNA exportin-5 ile sitoplazmaya taginir. Burada DICER isimli bir
endonukleaz tarafindan pre-miRNA’nin ilmek kismi kesilir. Boylece 17-25 niikleotid
uzunlugunda MIRNA:MIRNA ¢ift sarmali olusur. Bu sarmali olusturan iki zincir
birbirinden ayrilir ve olgun MiRNA olusumu tamamlanmis olur. Islevsel olan zincir
Argonat proteini (Ago) igeren RISC kompleksine (RNA-induced silencing complex)
yiiklenirken, islevsel olmayan diger zincir ise yikilir. Genellikle her mMiRNA nin bir tane
baskin MIRNA zinciri olmakla beraber, baskin MIRNA’nin hangi zincir olacagi

gelisimsel siirece veya dokudan dokuya degisebilir (81).
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Sekil 2.8. Olgun miRNA olusumu (81)

2.5. Kanser ve mikroRNA

Onkogen/timor baskilayici genlerdeki genetik ve/veya epigenetik degisimlerin kansere
sebep oldugu uzun siiredir bilinmektedir. Bu yilizden onkogen ve tiimor baskilayici
genlerin ifadelerininin ¢esitli diizenleyici etkenlerle kontrol edilmesi boliinme,
farklilagsma, apoptoz gibi siireclerin normal isleyislerinin devam ettirilmesi agisindan
cok onemlidir. Kanser gelisim siirecinde tiimor baskilayicit genlerde fonksiyon kaybi
olurken, onkogenlerin fonksiyonunda artis s6z konusu olmaktadir (82). MiRNA’lar,

mRNA’lara baglanarak yiizlerce genin translasyonunu diizenleyebildiklerinden kanser
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ile mikroRNA arasinda bir iliski olabilecegi diisliniilmiis ve son yillarda yapilan
arastirmalarla bdyle bir iliskinin oldugu gosterilmistir (83-85). Insanda MiRNA’larin
yaklagik %50’sinin genomun kanserle iligkili kirilgan bolgelerinde bulunmasi bu iliskiyi
daha da gii¢lendirmistir (86). MiRNA’larin tiimor gelisiminde 6nemli rol oynadiklar1 ve

timoriin evrelerine bagli olarak MiIRNA’larin ifadelerinde degisiklikler gézlemlenmistir
(83, 85).

Kanserden dolay1 dliimlerin en yaygin sebebi metastaza bagli organ yetmezlikleridir.
Metastaz c¢esitli etkenlerle diizenlenir ve yeni kiiclik bir ¢evrede yayilimci tiimorlerin
genislemesini saglar (87). Metastazin ve timor istilasinin  diizenlenmesinde de
mMIRNA’larin 6nemli rolleri vardir (88). Akciger kanserinde birgok MIRNA timor
baskilayici ya da onkogen olarak tanimlanmis, hiicre gogii ve ilag direngliliginin 6nemli

diizenleyicileri olarak gosterilmistir (7, 89).

2.6. Otofaji ve mikroRNA

MikroRNAlar bir¢ok yolag: diizenledikleri gibi otofaji yolaginda rol alan genleri (ATG
genleri) de diizenlemektedirler. Otofaji diizenlenmesinin bozulmasi birgok hastalia
sebep oldugu igin otofajinin sik1 kontrolii olduk¢a onemlidir (90). Otofaji siirecinin
uyarilma asamasindan son yikim asamasina kadarki siirecte rol olan anahtar otofaji
proteinleri ¢esitli MiIRNA’lar ile diizenlenmektedir (91). Otofaji ve miRNA arasindaki
iliski oldukg¢a 6nemli ve karmagiktir. Otofajide miRNA’larin diizenleyici rolii ilk kez
2009 yilinda BECN1'in miR30a tarafindan post-transkripsiyonel olarak diizenlendiginin
gosterilmesi ile ortaya ¢ikarilmistir (92). Bu bulgunun ardindan, otofajide rol alan
birgok MiRNA kanser, kalp rahatsizliklari, immiin hastaliklar gibi bir¢ok patofizyolojik
durumla iligkilendirilmistir (91, 93-94). Akciger kanserinde bircok otofaji iliskili
MIRNA, timdr baskilayici ya da onkogen olarak tanimlandig: gibi diger taraftan timorii
uyaricl, invazyona ve metastaza katki saglayict ve ila¢ direncliliginin 6nemli

diizenleyicileri olarak da tanimlanmistir (7, 91).

Bir ¢ok kemoterapi ajaninin ve radyasyonun genellikle otofajiyi uyardigi gosterilmistir.
Bu yiizden otofajiyi hedef alan ve kemoterapi ajanlar1 ile kombine olarak otofajinin
baskilanmaya calisildig1 tedavi stratejilerinin etkinligini arastiran NCT01023477 ve
NCTO00969306 kodlu klinik arastirmalar mevcuttur (clinicaltrials.gov). FDA onayli tek
otofaji inhibitorii bir klorokin tiirevi olan hidroksiklorokindir (95). Hidroksiklorokin
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kimyasal bir bilesik oldugundan ve ¢esitli yan etkilere yol agtigindan, insan viicudunda
zaten bulunan, dolayisiyla daha az yan etkiye yol acacagi diisiiniilen ve otofajiyi
baskilayacak mikroRNA’lar iizerinde yogunlasilmaktadir. Otofajik aktiviteyi kontrol
eden, diger bir deyisle otofaji genlerini hedefleyerek otofajiyi baskilayan bazi
mMIRNA’larin kemoterapi ajanlariyla birlikte kanser hiicrelerine verilmesi durumunda
kanser hiicrelerinin ilaca daha duyarli hale geldigini gosteren caligmalar mevcuttur.
Ornegin MiR-106’nin, akciger adenokarsinom hiicre hatlarinda otofajiyi baskilayarak,
Src tirozin kinaz inhibitorlerine karsi hiicreleri hassaslastirdigi gosterilmistir (96). miR-
101, osteosarkom hiicrelerinin (U20S) doksorubisine karsi hassasiyetini arttirmigtir
(97). Bir baska 6rnek miR-30a, kronik myeloid 16semi hiicrelerine imatinib ile kombine
verildiginde, BECN1 ve ATGS5’1 hedefleyerek otofajiyi baskiladigi ve bunu sonucunda

da hiicrelerin imatinibe kars1 hassasiyetlerinin arttigi gosterilmistir (98).

Insanda tanimlanmis 2500 MIRNA bulunmaktadir ve bu sayr yeni nesil dizileme
teknolojileri sayesinde her gecen giin daha da artmaktadir (99). Giiniimiizde biyobelirteg
olarak saptanan ve patentlenen miRNA’lar ile bunlarin tedavi amagh kullanildig: faz 1
ve faz II ¢alismalart mevcuttur (8-9). Bu c¢aligmada, potansiyel miRNA’larin otofajiyi
hangi yonde diizenlediklerinin gosterilmesi, otofaji-kanser diizlemindeki rollerinin
aydinlatilmas1 ve bdylece tedavi edici Ozelliklerinin olup olmadiginin gdsterilmesi

amaclanmastir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu c¢aligma kapsaminda yapilan WST-1 hiicre canlilig1 testi, hiicre proliferasyonunun
gercek zamanli izlenmesi, 3-boyutlu koloni olusturma ve Oris hiicre gogii analizi Ege
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Prof.Dr. Petek Ballar Kirmizibayrak’in arastirma
laboratuvarlarinda, flow sitometrik apoptozis tayini izmiR Yiiksek Teknoloji Enstitiisii
BIYOMER Arastirma Merkezi’nde, geriye kalan deneylerin tamami ise Gaziantep
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali Arastirma Laboratuvarlarinda
yapilmistir. Bu tez ¢alismasi Gaziantep Universitesi Bilimsel Arastima Projeleri Birimi
tarafindan desteklenmistir (Proje No: TF.DT.18.05). Deneylerde hiicre hatlar
kullanildigi igin etik kurul onay1 gerekmemektedir.

3.1. Gerec¢

3.1.1. Hiicre hatlan
Calismamizda; Beas2B (CRL-9609) A549 (CCL-185), ve HTB-54 (Calu-1) hiicre

hatlar1 kullanilmigtir. Hiicre hatlari, bu tez ¢aligmasinin ikinci danigmani olan Gaziantep
Universitesi Tip Fakiiltesi Gogiis Cerrahisi Bilimdali 6gretim {iyesi Prof.Dr. Ahmet
Feridun Isik tarafindan, ATCC (American Type Culture Collection, VA, Amerika)
firmasindan satin alinmistir. Bu hiicre hatlarinin karakteristikleri Tablo 3.1°de

Ozetlenmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan hiicre hatlarinin karakteristikleri

Organizma Tissue Disease
Beas2B Homo sapiens, | Akciger, brong | Normal
insan
A549 Homo sapiens, | Akciger Kigiik  hiicre
insan dis1 akciger
kanseri
HTB-54 Homo sapiens, | Akciger; Kii¢iik  hiicre
insan metastatik disi, Grade III
bolgeden  elde | epidermoid
edilen: plevra kanseri
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3.1.2. Cahismada Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler
e Hiicre sayiminda

o Tripan mavisi
e Hiicre yikamada
o PBS
¢ RNA izolasyonu
o miScript miRNeasy Mini Kiti (Kat no: 217004, Qiagen, Almanya)
o QIAzol lizis ¢6zeltisi Kat no: 79306, Qiagen, Almanya)
e Mimik transfeksiyonu
o miR96-5p (Kat no: MSY0000095, Qiagen, Almanya)
o miR101-3p (Kat no: MSY0000099, Qiagen, Almanya)
o miR138-5p (Kat no: MSY0000430, Qiagen, Almanya)
o AllStars Negative Control siRNA (Kat no: 333502, Qiagen, Almanya)
e CcDNA sentezi
o miScript Il RT Kit (Kat no: 218161, Qiagen, Almanya)
e Total Protein Izolasyonu
o Ripa lizis soliisyonu (Thermo, Amerika)
e SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) igin proteinlerin hazirlanmasi
o %5 B-merkaptoetanol iceren yiikleme tamponu (Laemli buffer)
e SDS-PAGE igin
o %4-20’lik poliakrilamid jel (Mini-Protean TGX™, BioRad)
o Yiiriitme tamponu: pH=8.3 25mM Tris, 192mM Glisin, %0.1 SDS iceren
1X Tris-Glisin-SDS tamponu (BioRad)
e Proteinlerin jelden membrana transfer edilmesi
o Transfer tamponu: pH=8.3 25mM Tris, 192mM Glisin, %0.1 SDS, %20
metanol
e Western blot bloklama adim1
o %S5 yagsiz siit tozu ¢ozeltisi
e Western blot yikamalar
o 10x TBS ¢ozeltisi
o 1X TBST ¢ozeltisi
e Koloni olusumu — Hiicre boyama

o %10 kristal viyole
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e WST-1 hiicre canlilik testi
o Hiicre proliferasyon reaktifi WST-1 (Kat no: 5015944001, Roche)
e Flow sitometrik apoptozis tayini
o FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit (Kat no:556547 BD
Biosciences, Amerika)
o Kompetent E.Coli hazirlamak

o %15 gliserol igeren 50 mM CacCl,
3.1.3. Calismada Kullanilan Plazmid

PMRX-IP-GFP-LC3-RFP-LC3-AG plazmidi Tokyo Universitesi’nden Dr. Noboru

Mizushima’nin armaganidir.

3.1.4. Calismada Kullanilan Cihazlar
e (Cozeltilerin hazirlanmasi

o pH metre (Hanna, Italya)
o Hassas terazi (Hanna, italya)
o Manyetik karistiric1 (Hanna, italya)
e Hiicre kiiltiirti
o Steril kabin (ThermoScientific, Amerika)
o CO; inkiibatort (ThermoScientific, Amerika)
e Hiicre sayiminda
o Hiicre sayim cihazi (Eve NanoEntek, Kore)
¢ RNA konsantrasyon tayini
o Spektrofotometre (ThermoScientific, Amerika)
e CcDNA sentezi
o Termal cycler (Applied Biosystem, Amerika)
e Gen ekspresyonu analizi
o Rotorgene RT-PCR cihaz1 (Qiagen, Almanya)
e SDS-PAGE ve proteinlerin jelden membrana transfer edilmesi
o Mini PROTEAN Tetra Cell (BioRad) elektroforez tanki
e Antikor Inkiibasyonu
o Orbital galkalayici (Stuart, ingiltere)

e Western blot membran goriintiileme
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o Kemiliiminesan goriintiileme cihaz1 (Vilmer Lourmat, Almanya)
e Floresan goriintiileme

o Leica DMIL Led DFC450 mikroskop (Leica, Almanya)
e Bakteri kiiltiirii

o Etiiv (Memmert, Almanya)

o Calkalayici (ThermoScientific, Amerika)
e WST-1 Hiicre canlilig testi

o Thermo Scientific™ Varioskan™ Flash Multimode Reader
e Gergek zamanli hiicre analiz sistemi hiicre proliferasyon

o XxCELLigence®RTCA MP (ACEA Biosciences)
e Flow sitometrik apoptozis tayini

o BD FACSCanto™ flow-sitometre cihazi

3.2. YONTEM

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii
Hiicre kiiltiirii, hiicrelerin laboratuvar ortaminda belirli sartlar altinda yetistirilmesi

siirecidir. Bu amagla hiicreler, uygun besiyeri igerisinde steril kiiltiir kaplarina
ekilmektedir. Besiyeri igerigi hiicre tipine gore degismekle birlikte, temel olarak,
hiicrelerin biiylime ve gelisimi igin gerekli olan amino asitleri, vitaminleri, inorganik
tuzlart ve glukoz gibi karbon kaynaklarini igermektedirler. Besiyerlerinin ayrica serum
ile desteklenmesi gerekmektedir. Serum; biiyiime ve adezyon faktorleri igermekte,

hormon, lipid, mineral ve eser element kaynagi olarak islev gérmektedir (100).

Beas2B ve HTB-54 icin RPMI (Roswell Park Memorial Institute), A549 icin DMEM
(Dulbecco’s modified eagle’s medium) besiyeri kullanilmistir. Her iki besiyerine de
%10 fetal sigir serum (FBS) ve 50 U/ml penisilin/streptomisin igerecek sekilde
hazirlanmistir. Hiicre hatlar1 37°C sicaklikta % 5 CO; igeren CO; inkiibatoriinde kiiltiire

edilmistir.

3.2.1.1. Hiicre pasaji
Hiicreler %80-90 doygunluga (confluency) ulasinca pasaj yapilmistir. Hiicrelerin i¢inde

oldugu eski besiyeri uzaklastirihp, T75 flask icin 3 ml tripsin eklenerek 37°C

inkiibatorde yaklasik 5dk bekletildi. Hiicreler tamamen kalktiktan sonra, tripsinin ileri
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yikimini dnlemek igin, tripsin inhibitorlerini iceren %10 FBS’li besiyeri, tripsinin en az
iki kat1 oraninda eklendi. Hiicreler 50 ml’lik falcon tiiplere topland: ve 1500 rpm’de 5
dk +4 °C’de santrifiij edildi. Hiicre pelleti %10 FBS ve %1 Pen/Strep iceren yeni

besiyeri ile sulandirilip istenen hiicre yogunluguna gore tekrar T75 flaska ekim yapildi.

3.2.1.2. Hiicre sayimi
Hiicreleri saymak igin otomatik hiicre sayim cihazi (EVE™ Automated Cell Counter)

kullanilmistir. Tripsinle kaldirilip santrifiij edilen hiicreler, siispanse edildikten sonra
tripan mavi boyast ile 1:1 oraninda karistirtlirarak hiicre sayim aparatina (EVE™ Cell
counting slides) konuldu ve cihazda okuma yapildi. Bu test, canli hiicrelerin zar
biitiinliiglinden dolay1 tripan boyay1 icine almayip, O6lii hiicrelerin zar biitlinliigii
bozuldugundan boyay1 sitoplazmalarina gegirmesi esasina dayanmaktadir. Canl
hiicreler parlak bir sitoplazmaya sahipken, o6li hiicrelerin sitoplazmalart mavi

goriilmektedir.

3.2.2. ATG4D ve ATG9A’y1 hedefleyen mikroRNA’larin secilmesi

mMiRNA’lar hedefledikleri mRNA’larla baz eslesmesi yaparak etkilesirler. miRBase
TargetScan ve miRDB biyoinformatik veri tabanlari kullanilarak, otofagozom
olusumunda rol oynayan ATG9A’y1 hedefleyen miR-96-5p, ATG4D’yi hedefleyen
miR-101-3p ve mMiR-138-5p secilmistir. MikroRNA secimi yapilirken, yiiksek oranda
korunmus olmasina, hedef genlerin mRNA’s1 ile 7-8 mer’lik merkez eslesmesinin

olmasina dikkat edildi.

3.2.3. Hiicre hatlarina mimik transfeksiyonu

miR-96, miR-101 ve miR-138’in otofaji ve akciger kanseri hiicrelerinin proliferasyonu,
koloni olusturma ve hiicre gocii gibi 6zellikler tizerindeki etkilerini aragtirmak amaciyla
bu mikroRNA’larla aynmi niikleotid dizisine sahip “mimik™ ad1 verilen sentetik diziler
hiicreye transfekte edildi. Mimikler, miRNA’lar taklit ederek, ayni genleri hedef alip, o
genlerin baskilanmalarma sebep olmaktadirlar. Okaryotik hiicrelere, viral ydntemler
disinda kimyasal ajanlarla niikleik asit aktarilmasina transfeksiyon denir. Niikleik asitler
negatif yiiklii oldugundan hiicre i¢ine gegisini kolaylastirmak icin ¢esitli kimyasallar
kullanilmaktadir (101). Bunlardan biri, bu ¢alismada mimikleri transfekte etmek igin
kullanilmis transfeksiyon ajani olan HiPerFect Transfection Reagent (Qiagen,

Almanya)’dir. Katyonik ve nétr lipidlerin bir karistmi olan bu ajan, negatif ytkli
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niikleik asitleri ile etkileserek lipozomal yapilar seklinde hiicre i¢ine alinmalarini saglar.
Bu calismada ters transfeksiyon (reverse transfection) yontemi tercih edilmistir yani
hiicre ekimi ile transfeksiyon ayn1 giin yapilmstir.

Mimik transfeksiyonu i¢in miR96-5p (katalog no: MSY0000095), miR101-3p (katalog
no: MSY0000099) ve miR138-5p (katalog no: MSY0000430) mimikleri (Qiagen,
Almanya) kullanilarak gecici transfeksiyon yapilmistir. Negatif kontrol olarak, herhangi
memeli geni ile sekans homolojisi olmayan, dolayisiyla higbir geni hedeflemeyen
AllStars Negative Control siRNA (Qiagen, Almanya) kullanilmistir. Transfeksiyon
bilesen miktarlarinin optimizasyon deneyleri sonrast Tablo 3.2°de gosterildigi gibi

olmasina karar verilmistir.

Tablo 3.2. Transfeksiyon bilesenleri ve miktarlari

Bilesen Adi Miktan Son konsantrasyon
(her 12 well kuyucuk

icin)

DMEM/RPMI (antibiyotik | 100 pl -

ve serum igermeyen)

HiPerFect  Transfeksiyon | 4 ul -
Ajani

miIRNA mimik ya da| 0,6 ul 5nM
negatif kontrol sSIRNA

15 dak oda sicakliginda inkiibasyon

Hiicreler 12 well plate’e her bir kuyusunda 200.000 hiicre olacak sekilde %10 FBS
iceren fakat antibiyotik igermeyen besiyeri ile ekildi. Aymi giin; Tablo 3.2’de
gosterildigi gibi hazirlanan transfeksiyon karisimi, 15 dk oda sicakliginda bekletildikten
sonra damla damla hiicrelere verildi. Transfeksiyondan 72 saat sonra tripsin ile

kaldirilip RNA izolasyonu yapildi.

3.2.4. Hiicre hatlarindan total RNA izolasyonu
MikroRNA’lar da dahil tim RNA’larin izole edilebilmesi i¢in miScript miRNeasy Mini

Kiti (Qiagen, Almanya) kullanilmistir.
-Hiicreler, 3000 rpm’de 3 dk +4 °C’de santrifiij edildikten sonra siipernatant
uzaklastirildi.
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-Hiicre pelleti tizerine 700 ul QIAzol lizis ¢ozeltisi (Qiagen, Almanya) eklendi.

izolasyon hemen yapilamayacaksa bu asamada —80’e kaldirilabilir.

-QIAzol lizis ¢ozeltisi ekledikten sonra pipetaj yapilarak iyice homojenize edildi. Oda
sicakliginda 5 dak bekletildi.

-140 pl kloroform eklendi ve vorteksle hizlica karistirildi. 2 dk oda sicakliginda
bekletildi.

- 12.000 rpm’de 15 dk +4°C’de santrifiij edildi.

-Ust faz yeni tiiplere topland: ve iizerlerine toplanan hacmin 3 kati olacak sekilde %100

etanol eklendi, pipetaj yaparak karistirildi.

-Bu karisim RNaz mini kolona yiiklendi (maksimum 700 ul) ve 12.000 rpm’de 15 sn
santrifiij edildi. Tiim karisim bu sekilde tekrarlanarak kolondan gegirildi. Altta toplanan

s1vi atildi.

-RNaz mini kolona 700 pul RWT ¢ozeltisi koyuldu ve 12.000 rpm’de 15 sn santrifiij
edildi. Altta toplanan sivi atildi.

-500 ul RPE ¢ozeltisi kolona eklendi ve 12.000 rpm’de 15 sn santrifiij edildi. Altta

toplanan s1v1 atildi.

-Kolona tekrar 500 ul RPE ¢ozeltisi eklendi ve bu sefer 2 dak 12.000 rpm’de santrifiij
edildi. Altta toplanan siv1 yine atild1.

-Kolonu kurutmak i¢in maksimum devirde (14.000 rpm) 1 dak santrifiij edildi.

-Kolonun altina yeni 1,5 mI’lik eppendorf tiip koyuldu ve kolonun tam ortasina gelecek
sekilde 15 ul Rnaz igermeyen su koyuldu. 1 dk 12.000 rpm’de santrifiij edildi. Tekrar 15

ul RNaz icermeyen su eklenerek santrifiij tekrarlandi.

-Kolonlar atildi. Altta toplanan sivi total RNA igermektedir. RNA konsantrasyon
olciildiikten sonra -80 °C’de saklandi.

3.2.5. RNA Konsantrasyon Tayini
RNA miktar ve kalite tayini spektrofotometrede (Thermo, Amerika) Slgiilerek yapildi.

Izole edilen tiim RNA’larin konsantrasyonlar1 Tablo 3.3’de verilmistir. cDNA sentezi

icin hepsinin konsantrasyonu 100ng/ul olacak sekilde ara stoklar hazirlanmigtir.
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Tablo 3.3. Orneklerin RNA konsantrasyonlari

Ornek ad1 Konsantrasyon
(ng/pl)
A549 354,96
A549 miR-kntrl 298,25
A549 miR-96-5p 158,41
A549 miR-101-3p 255,36
A549 miR-138-5p 240,03
HTB-54 302,78
HTB-54 miR-kntrl 367,01
HTB-54 miR-96-5p 133,42
HTB-54 miR-101-3p 287,13
HTB-54 miR-138-5p 304,05
Beas2B 395,76

3.2.6. Komplementer DNA (cDNA) sentezi
Bu ¢alismada hem miRNA hem de mRNA ekspresyon seviyeleri ¢alisilacagindan her

iki molekiiliin de cDNA sentezini gerceklestirebilcek bir cDNA sentez kiti olan

miScript 1l RT Kit (Qiagen, Almanya) secilmistir. Tablo 3.4’te cDNA sentezi

bilesenleri ve miktarlar1 verilmistir.

Tablo 3.4. cDNA sentezi i¢in bilesenler ve miktarlari

Bilesenler

Miktan

Son konsantrasyon

5x miScript HiFlex tamponu 2 ul

10x miScript Niikleik asit karigimi 1 pl

miScript Reverse Transcriptase 1 ul

Mix
RNaz igermeyen su
Kalip RNA

Toplam Hacim

1 ul
5 ul (100ng/ul)
10 ul

1x
1x

50ng/ul

Tablo 3.4°deki karisim hazirlandiktan sonra PCR cihazinda cDNA sentezi igin 37 °C’de
60 dk, enzim inaktivasyonu i¢in 95 °C’de 5 dak inkiibe edildi. Sicakligin +4 °C’ye

diismesi beklendi ve siirenin sonunda -20 °C’ye kaldir1ldi.
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3.2.7. Ger¢ek-Zamanh Kantitatif PCR (Real-Time qPCR) ile Gen Ekspresyon
Analizi
Gergek-Zamanli Kantitatif PCR, amplifiye edilen hedef iiriiniin es zamanli olarak

kantitatif analizini saglar. Bu amacla mikroRNA ve mRNA gen ekspresyon analizleri
icin miScript SYBR Green PCR kit (Qiagen, Almanya) kullanilmistir. SYBR Green I,
DNA ¢ift sarmala baglanarak, floresan 1s1ma yapan bir boyadir. Her PCR dongiisii
sonunda Olglilen floresan, hedef DNA miktar ile iligskilendirilmektedir. SYBR Green
boyasindan alinan 1s1ma miktarinin, smir degeri astigi ilk dongiiye Ct (cycle threshold)
denilmektedir. Gen ekspresyon sonuglari analiz edilirken Ct degerleri 244" (ACt =
Hedef gen — Housekeeping gen) formiilii igerisinde kullanilmistir (102). mRNA
ekspresyonlarinin normalizasyonunda housekeeping gen olarak GAPDH, miRNA
ekspresyonlariin normalizasyonunda ise RNU6 kullanilmistir. Ayrica SYBR Green 1
boyasi, primer dimerleri ya da 6zgiin olmayan diger c¢ift sarmal dizilere de baglanan bir
boya oldugundan, her PCR sonunda erime egrisi (meltcurve) analizi yapilmistir.
Boylece hedef dizi disinda amplifikasyon iirinii olup olmadigi anlasilmistir. Erime
egrisi analizinin prensibi, her dizinin, biliylikliigii ve baz igerigine baglh olarak, kendine
ozgi farkli bir erime sicakliginin olmasina dayanmaktadir. SYBR Green I kullanilarak
calisilan PCR sonuglarinin gegerli ve kabul edilebilir olabilmesi i¢in, erime egrisinde

hedef diziye ait tek bir pikin olusmas1 gerekmektedir.

MIiRNA ve mRNA ekspresyonu i¢in hazirlanan PCR karisim oranlart ile sicaklik ve
stire kosullar1 agsagidaki tablolarda verilmistir (Tablo 3.5-3.8).

Tablo 3.5. MikroRNA’lar i¢in qRT-PCR bilesenleri ve kosullari

Bilesenler Miktari Son konsantrasyon
2x QuantiTect SYBR Green PCR Mix  6.25 ul 1x

10x miScript Universal Primer 1.25 ul 1x

10x miScript Primer Assay 1.25 ul 1x

RNaz icermeyen su 2.5 ul -

Kalip cDNA 1.25 pul -

Toplam hacim 12.5 pl
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Tablo 3.6. mikroRNA gen ekspresyonu i¢in qRT-PCR Kosullari

Sicaklik (°C) Zaman(dk)

95 15

94 15 }

55 30 40 dongii
70 30

Tablo 3.7. Otofaji gen ekspresyonu igin qRT-PCR bilesenleri ve kosullari

Bilesenler Hacim Son konsantrasyon
2x QuantiTect SYBR Green PCR mix  6.25 pul 1x

10x Quantitect Primer Assay 1.25 ul 1x

RNaz igermeyen su 3.75 ul -

Kalip cDNA 1.25 pul -

Toplam hacim 12.5 pl

Tablo 3.8. Otofaji gen ekspresyonu igin qRT-PCR Kosullari

Sicaklik (°C) Zaman(dk)

95 15
94 15
60 30 } 40 dongii
72 30

3.2.8. Western blot i¢in hiicre ekimi ve toplanmasi
- Western blot analizleri igin 12-well plate’e 200.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi.

-5 nM mimik veya negatif kontrol siRNA ile muamale edildikten 72 saat sonra tripsin

ile hiicreler toplandi.
- 1 defa PBS ile yikand1. 5000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi.

- Ust faz pellete degmeden dikkatlice alinip atildi.
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3.2.9. Hiicre lizatinin hazirlanmasi
- Elde edilen pellete 3 kati hacminde Ripa lizis soliisyonu (Thermo, Amerika) ilave

edildi.
- Pelletler 30 dakika buz tizerinde bekletildi. Her 10 dakikada bir vortekslendi.
- Bu siirenin sonunda 13.000 rpm, 10 dakika 4 °C de santrifiij edildi.

- Ust faz mikrosantrifiij tiipiine aktarildi ve hiicre lizatlar1 kullanilana kadar -80 °C de

saklandi.

3.2.10. Protein Konsantrasyon Tayini
Protein konsantrasyon tayini i¢in Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo, Amerika)

kullanilmistir. Bu yontem, alkali ortamda proteinlerin Cu+2'yi Cut+l'e indirgemesi
(biuret reaksiyonu) ile Cu+1 katyonunun bikinkoninik asit (BCA) iceren bir reaktifle
saptanmasina dayanir. Bir bakir iyonunun iki BCA molekiilii ile selat olusturmasi
sonucu mor renkli bir iriin ortaya c¢ikmaktadir. Bu mor bilesigin 562 nm’de

absorbansinin 6l¢iilmesi, total protein miktar1 hakkinda bilgi vermektedir (103).

Oncelikle konsantrasyonu 2000 ng/ul olan BSA stok ¢dzeltisinden yola ¢ikarak seri
diliisyon yapildi ve Tablo 3.9°da gosterildigi gibi BSA standartlar1 hazirlandi.

Tablo 3.9. BSA standartlarinin hazirlanmasi

Tiipler Su hacmi BSA hacmi Son konsantrasyon
(ul) (ul) (ng/ul)

A 0 300 stoktan 2000

B 125 375 stoktan 1500

C 325 325 stoktan 1000

D 175 175 B tiipiinden 750

E 325 325 C tiiplinden 500

F 325 325 E tiiptinden 250

G 325 325 F tiipiinden 125

-Hazirlanan BSA standartlarindan ve konsantrasyonu bilinmeyen hiicre lizatlarindan

10’ar ul alinarak 96-well plate’in kuyucuklarina koyuldu.
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-50:1 oraninda A ve B reaktifleri karistirildi. Bu karisimdan 200 ul alinip, 96-well

plate’deki drnekler iizerine koyuldu.
- 37 °C°de 30 dak inkiibe edildi.
-Siirenin sonunda 562 nm dalga boyunda absorbans 06l¢iildii.

-BSA standartlarindan elde edilen absorbans degerlerinden bir standart grafik
olusturuldu ve bu grafigin denkleminden absorbansi bilinen ama konsantrasyonu

bilinmeyen orneklerin konsantrasyon degerleri hesaplandi.

3.2.11. Western blotlama ile protein analizi

3.2.11.1. Orneklerin hazirlanmasi
- Mikrosantrifiij tiiplerine 20 pg protein igerecek sekilde hiicre lizatindan alindi.

- 1:1 oraninda %35 B-merkaptoetanol igeren yiikleme tamponu (Laemli buffer) ilave
edildi.

- Ornekler 1s1 blogunda 95°C’de 5 dakika inkiibe edilerek denatiire olmalar1 sagland.

-Hazirlanan Srnekler ve marker %4-20’lik poliakrilamid jele (Mini-Protean TGX™,
BioRad) yiiklendi.

3.2.11.2. SDS-PAGE jel elektroforezi
SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi i¢cin Mini PROTEAN Tetra Cell (BioRad)

elektroforez tanki kullanilmistir. Yiiriitme tamponu olarak pH=8.3 25mM Tris, 192mM
Glisin, %0.1 SDS igeren 1X Tris-Glisin-SDS tamponu (BioRad) kullanilmstir.
Ornekler ve marker yiiklendikten sonra 100 V gerilimde yiiriitiildii. Yiikleme

tamponundaki bromfenol mavisi, jelin alt kismina gelince yiiriitme sonlandirildi.
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3.2.11.3. Proteinlerin membrana transferi
Sabit diisiik akim altinda, sabaha kadar (overnight) +4 °C’de 1slak transfer yontemi ile

jeldeki proteinler PVDF membrana aktarildi.

- Elektroforez bittikten sonra jel, pH dengelenmesi i¢in transfer tamponunda 15 dak
bekletildi.

-Jel biiytikliigiinde kesilen PVDF membran kullanilmadan 6nce metanol ile 30sn aktive
edildi.
- Sandvig olusturmak igin siingerler ve filtre kagitlar1 transfer tamponu ile 1slatildu.

- Swrastyla siinger, filtre kagidi, jel, membran, filtre kagidi, siinger olacak sekilde

sandvi¢ hazirlandi ve tranfer kaseti kapatildi.

- Sabit 130 mA akim altinda sabaha kadar (overnight) +4 °C’de transfer gerceklestirildi.
Transfer tamponu olarak pH=8.3 256mM Tris, 192mM Glisin, %0.1 SDS, %20 metanol
iceren 1X Tris-Glisin-SDS tamponu (BioRad) kullanilmustir.

3.2.11.4. Membrani Bloklama ve Blotlama
Transfer bittikten sonra membran, % 5 yagsiz siit tozu + TBST igeren bloklama

¢Ozeltisi icerisinde 1,5 saat inkiibe edildi.
-1X TBST hazirlamak i¢in énce 10X TBS hazirlandi.

e 1 litre 10X TBS ¢ozeltisi
o 315gTris
o 80g NaCl

o | litre 1X TBST ¢ozeltisi
o 100 ml 10x TBS + 900 ml dH,O + 1 ml Tween 20

e 100 ml % 5 yagsiz siit tozu
o 5 gyagsiz siit tozu + 100 ml dH,0

- Inkiibasyon sonunda membran 3 defa TBST soliisyonu ile 5 dakika yikandi.

31



3.2.11.5. Birincil antikor ile inkiibasyon
-1/1000 oraninda diliie edilmis birincil antikor ile bir gece +4 °C’de inkiibe edildi.

-Bu siirenin sonunda membran 3 defa TBST soliisyonu ile 5 dakika yikandi.

3.2.11.6. ikincil antikor ile inkiibasyon
-1/3000 oraninda diliie edilmis ikincil antikor ile 1,5 saat oda 1sisinda inkiibe edildi.

-Bu siirenin sonunda membran 3 defa TBST soliisyonu ile 5 dakika yikandi.

3.2.11.7. Goriintiilleme ve analiz
Membrandaki proteinlerin goriintiilenmesi i¢in Pierce ECL Western Blotting Substrate

kiti (Thermo, Amerika) kullanilmistir. Sekonder antikorlara konjuge edilmis
horseradish peroxidase (HRP) enziminin kemiliiminesan substratidir.

Kitte bulunan 1 ve 2 numarali reaktifler 1:1 oraninda karistirilarak membranin her
yerine esit dagilacak sekilde 500 ul dagitildi. 1 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra kemiliiminesan goriintiileme cihazinda (Vilmer Lourmat, Almanya)

goriintiiler kaydedildi.

3.2.12. WST-1 Hiicre Canlihg: Testi
Hiicresel metabolik aktiviteyi 6lgmeye yarayan dolayistyla hiicre canliligi hakkinda fikir

veren kolorimetrik 6l¢lime dayali bir yontemdir. Hiicre proliferasyonu, hiicre canlilig1
ve sitotoksisiteyi analiz etmeyi saglar. Tetrazolyum tuzu WST-1'in, hiicresel
mitokondriyal dehidrogenazlar tarafindan formazana yikilmasina dayanir. Olusan bu
renkli bilesigin absorbans1 500-600 nm dalga boylar1 arasinda spektrofotometrik olarak
olgiiliir. Canli hiicre sayisi arttikga, mitokondriyal dehidrogenaz aktivitesi yiikselmekte,

olusan formazan miktari ve 6l¢iilen absorbans artmaktadir (104).

-12-well plate’e ekim yapilan ve mimik transfeksiyonu gerceklestirilen hiicreler, 1 giin
sonra tripsinle kaldirildi, sayim yapildi ve 96-well plate’in her kuyusuna 6.000 hiicre
olacak sekilde ekim yapildi. 24, 48 ve 72 saat olmak {izere li¢ farkli zaman araliginda,
37°C sicaklikta % 5 CO; igceren CO; inkiibatoriinde bekletildi.

-WST-1 konsantrasyonu %10 olacak sekilde DMEM/RPMI igerisinde hazirlandi.
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-24, 48 ve 72 saatin sonunda morfolojik gozlem yapildiktan sonra hiicrelerin tizerindeki

besiyeri uzaklastirildi ve 100 ul WST-1 ¢ozeltisi koyuldu.

-0, 1, 2, 3 ve 4. Saatlerde 440 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Thermo,

Amerika) absorbans 6lciimii yapildi. Olgiim aralarinda 37°C sicaklikta % 5 CO; igeren
CO;, inkiibatoriinde bekletildi.

-Analiz i¢in 4. saat sonunda doygunluga ulasildig1 goriilen absorbans degerleri
kullanildi. Kontrol grubunun hiicre canliligt %100 kabul edilerek normalizasyon

yapild.
-3 biyolojik, 9 teknik tekrarli calisilmigtr.

3.2.13. Hiicre Proliferasyonunun Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi
(XCELLigence) ile Test Edilmesi
A549 ve HTB-54 hiicrelerinin mimik transfeksiyonu sonrasi proliferasyonlari es

zamanli olarak hiicre analiz sistemi olan XCELLigence®RTCA MP (ACEA
Biosciences) ile izlenmistir. Bu sistem, hiicrelerin altin mikroelektrotlarla kapli plate
kuyularina ekilmesi sonucu hiicresel impedansin 6lgiildiigii bir sistemidir. Bu plate,
elektriksel olarak iletken bir ¢ozelti i¢ine daldirildiginda (tampon veya standart hiicre
kiiltiir ortam1 gibi), bu elektrotlar boyunca bir elektrik potansiyelinin uygulanmasi ile,
elektronlarin negatif ucdan pozitif uca go¢ ederek devreyi tamamlamasi
saglanmaktadir. Bu olay iletken ¢ozeltiyle etkilesime giren elektrotlara baglh
oldugundan, elektrot cozeltisi arayiiziindeki yapisan hiicrelerin varlig1 elektron
akisin1 engellemektedir (Sekil 3.1). Olgiilen impedansin biiyiikliigii, hiicre sayisina,
hiicre biiyilikliikk ve sekline ve hiicre-yiizey etkilesiminde baglanmanin kalitesine

baglidir (www.aceabio.com).

Tek kuyu
(Yan goriintim)
e — — ——— —
— — | p—— ————
elektron akist engellenmis elektron akis1

kiiltiir ortamu f/\\( Hiicrelerin eklenmesi
_—

negatif ug [ pozitif ug

Kuyunun tabani
(cam ya da PET)

Sekil 3.1. Mikroelektrotlarla kapli plate kuyu goriintiisii (www.aceabio.com).
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Elektronik plate’lerin her bir kuyusunda yer alan altin mikroelektrot biyosensorleri,
ylizey alaninin % 70-80'ini kaplar. Bu elektrotlar, diiz bir sira olustracak sekilde
birbirine baglanmistir (Sekil 3.2). Bu diizenleme, hiicre popiilasyonunun ayni anda
izlenmesini saglar ve bdylece kuyulara eklenen hiicrelerin sayisi, hiicrelerin
bliytikliigii/morfolojisi ve hiicre-substrat baglanma kalitesi i¢in hassasiyet saglar

(105).

Sekil 3.2. Empedans elektrotlarin  dizilimi (www.aceabio.com). (A) Altin
mikroelektrot biyosensorlerin  sematik gosterimi. Kuyunun ortasinda bulunan
elektrotsuz bolge mikroskobik goriintiileme (parlak alan, floresan vb.) yapabilmek
icin birakilmistir. (B) 96 kuyucuklu elektronik plate’in tek bir kuyusunun fotografi.
(C) Insan hiicrelerini gériintiilemek icin yakinlastirilmis fotograf. Elektrotlarin
golgesi siyah daireler olarak goriilmektedir. (D) Altin elektrotlar ve kristal viyole ile
boyanmis insan hiicrelerinin goriintiisii

MiR-96 ve miR-101 transfeksiyonundan 24 saat sonra 96-well plate’in her
kuyucuguna 6000 hiicre olacak sekilde ekim yapilmis, 37°C sicaklikta % 5 CO; igeren
CO; inkiibatoriinde kiiltiire edilmis ve her 30 dakikada bir 6l¢lim almak kaydiyla
toplam 48 saat veri toplanmistir. Sonuglar hiicre indeksi oarak ifade edilen bir deger
olarak tiglii tekrarin ortalamasi seklinde verilmistir. Hiicre indeksi, hiicre igcermeyen
kuyularin impedansinin (arka plan impedanst), hiicre i¢ceren kuyularin impedansindan
¢ikarilmasi ile tanimlanmaktadir. MiR-138 mimiginin, tez calismasinin sonlarina

dogru tilkenmesi nedeniyle bu sistem ile analiz edilmesi miimkiin olmamastir.
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3.2.14. Koloni Olusum Deneyi
Koloni olusum deneyi, hiicrelerin neslinin devamliligii ne dlglide saglayabildigi

hakkinda yorum yapmamizi saglayan bir deneydir. Tek bir hiicrenin 50 hiicrelik
koloniler olusturabilme yetenegini test eder (106). Calismamizda hem 2 boyutlu hem de
3 boyutlu koloni olusum deneyleri kullanilmistir.

3.2.14.1 iki Boyutlu Koloni Olusum Deneyi
-12-well plate’e ekim yapilan ve mimik transfeksiyonu gerceklestirilen hiicreler, 1 giin

sonra tripsinle kaldirilmis, sayim yapilmis ve 6-well plate’in her kuyucuguna 1000

hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir.

- Hiicreler koloni olusturmaya baslayip, her kolonideki hiicre sayist 50’yi gegtikten
sonra (yaklagik 2 hafta sonra) %10 kristal viyole ile boyanip fotograflandi.

3.2.14.2 U¢ Boyutlu Yumusak Agar Koloni Olusum Deneyi
Ankoraj-bagimsiz biiyiime, hiicrelerin kati bir yilizeye tutunmalarindan bagimsiz

olarak gerceklestirdikleri biiyiimedir ve kanser hiicrelerinin ayirt edici 6zelligi olarak
kabul edilir. Yumusak agar koloni olusturma deneyi, malign hiicrelerin tiimdrijenik
potansiyelinin saptanmasi i¢in hiicresel ankoraj-bagimsiz biiyiimeyi degerlendirmek
i¢in kullanilan bir yontemdir. Kanser hiicreleri bir alt tabakaya baglanmadan ¢ogalma
yetenegine sahip oldugundan in vitro olarak bu kabiliyeti karakterize etmek icin
yumusak agar koloni olusturma deneyi gelistirilmistir (107). Bu deney, iki tabaka
halinde agar dokiilmesi ve iist tabakadaki agarda, hiicrelerin herhangi bir yiizeye

tutunmadan 3-boyutlu koloniler olugturmasi esasina dayanmaktadir.

3.2.14.2.1. Alt agar tabakasinin hazirlanmasi
-%1,2’lik agar ¢ozeltisi 37 0C’ye isitilip akiskanlik kazandirilirak 2X RPMI ile 1:1

oraninda karistirildi. Boylece besiyerinin son konsantrasyonu 1X olmustur.

-96-well plate’in her kuyucuguna 50’ser ul dokiildii ve +4°C’de 30 dak agarmn

katilagmasi i¢in beklendi.

3.2.14.2.2. Ust agar tabakasinin hazirlanmasi
-37 0C’ye isitilip akiskanlik kazandirilan %0,6°’lik agar ¢ozeltisi, 2X RPMI ve

ml’sinde 6x10° hiicre igeren siispansiyon ile esit oranlarda karistirildi.
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-Onceki adimda hazirlanmis ve dondurulmus alt agar tabakasinin iizerine bu karisgmdan

75 ul koyuldu ve +4°C’de 15 dak agarin katilasmast i¢in beklendi.

-Agarin katilagmasinin hemen ardindan iizerine 100 ul besiyeri eklenerek inkiibatore

kaldirildu.
-Ara ara gozlem yapmak kaydiyla 2 hafta boyunca kolonilerin olugmasi1 beklendi.

-Son olarak mikroskopta fotograflanarak koloniler sayildi. Sonucglar 3 biyolojik

tekrar, 9 teknik tekrarin ortalamasi seklinde verilmistir.

3.2.15. Hiicre Gogii Deneyleri
Hiicre go¢ii, mikroakiskan bazli deneyler, yara iyilesmesi, cell-exclusion zone assays ve

Boyden Chamber gibi ¢esitli tekniklerle degerlendirilmektedir.

3.2.15.1. Oris™ Hiicre Gocii Analizi
Hiicre gocii analizi i¢in Oris™ Hiicre gocli analiz kiti (Platypustech, Amerika)

kullanilmistir. Bu yontem, 96-well plate kuyularinin merkezinde, hiicreleri durduran
bariyerler kullanilarak, hiicre gecirmeyen bir alan olusturulmasina dayanir.
Bariyerlerin ¢ikarilmasi ile hiicreler, kuyunun merkezinde bulunan bu bos alana
dogru go¢ etmeye baslamaktadirlar (www.platypustech.com) (Sekil 3.3). Ortadaki

alanin go¢ Oncesi ve sonrasi boyutlar1 hesaplanip, kontrol grubu ile karsilagtiriimistir.

Oris™ CMA
:ii_;,'._.—- R

Gag dncesi

™
Hiicrelerin Hiicrelerin yiizeye Bariyerlerin Hucrelelfm ortada.?u Mikroskobik i
ellenmesi tutunmalan igin kaldirdmas ja.lla.na ¢ etmellen s gizlem ve ™
bekd - igin beldenmesi o .
eklenmesi fotograflama

Sekil 3.3. Oris™ Hiicre goc¢li analizi sematik ve mikroskobik goriinimi
(www.platypustech.com)
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-12-well plate’e ekim yapilan ve mimik transfeksiyonu gerceklestirilen hiicreler, 1 giin
sonra tripsinle kaldirildi, sayim yapildi ve 96-well plate’in bariyer iceren her kuyusuna

30.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi.
-24 saat sonra bariyerler kaldirildi ve 0. saat mikroskop goriintiileri alindi.

-Hiicre gocii i¢in 24 ve 48 saat olmak tizere iki ayr1 zaman diliminde 37°C sicaklikta %
5 CO; igeren CO; inkiibatoriinde bekletildi. Bu siireler sonunda da yine mikroskoptan

gorintiiler alindi.

-ImageJ 1.51k programi kullanilarak ortadaki alanin gb¢ Oncesi ve sonrasi boyutlar
hesaplandi. Buna gore hangi mimigin, hiicre goc¢iinii ne oranda etkiledigi gosterildi.

Sonuglar tiglii tekrarin ortalamasi seklinde verilmistir.

3.2.15.2. Boyden Chamber Migrasyon Testi
Boyden Chamber yonteminin uygulanmasi i¢in CytoSelect 24-Well Cell Migration and

Invasion Assay (Cell Biolabs, Amerika) kiti kullanilmistir. Alt tarafi 8um por
genisligine sahip gozenekli bir zar ile kapatilmis i¢i bos insertler i¢ine hiicreler FBS
icermeyen besiyeri ile ekildi. Insert, 24-well plate kuyucugunda FBS iceren besiyeri
tizerinde askiya alindi. Boylece hiicreler kemoatraktanlar araciligiyla zarin diger tarafina
gectiler (Sekil3.4). Gog eden bu hiicreler daha sonra kit igerisinde bulunan boyama
¢ozeltisi ile boyand1 ve mikroskop altinda goriintiilendi. Daha sonra bu hiicrelerden bir
¢oziicli (extraction solution) yardimiyla boya ekstrakte edildi ve yogunlugu
spektrofotometrik olarak Olciildii. Boyanin yogunlugu hiicre sayisi ile dogru orantil
oldugundan, boylece go¢ eden hiicre yogunlugunu gruplar arasi kiyaslamak miimkiin

olmustur.

1. Hiicre siispansivonunun insertlere ekilmesi 2. Invaziv hiicrelerin insertin altina giic etmesi,
invaziv olmayanlarm insert icinde kalmasi
Serum
icermeyen
/ besiyeri
rd

Serum
/ icermeyven
/' hesiyeri

Plate kuyucugu , Ekilen Plate kuyueugu ¥ invaziv olmayan
~ — hiiereler - B
~ hiicreler
X N
N . P p—— . . . . e e e e _ Hiicrelerin tek
Yar1 gecirgen o — Hiierelerin Yari gecirgen o= " tahalka olusturmas
membran tek tabala membran” \ :
olusturmas

Inwvaziv hiiereler

Sekil 3. 4. Boyden Chamber hiicre go¢ii deneyi sematik gosterimi
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-12-well plate’e ekim yapilan ve mimik transfeksiyonu gerceklestirilen hiicreler, 1 giin
sonra tripsinle kaldirildi, sayim yapildi ve 24-well plate’in her kuyucuguna
yerlestirilmis olan insertlere 30.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat 37°C
sicaklikta % 5 CO; igeren CO; inkiibatoriinde bekletildi.

-24 saatin sonunda go¢ edemeyen ve insert i¢inde kalan hiicreler nazikge pamuklu

cubuklarla uzaklastildi.

-Insert, 400 ul boyama ¢0zeltisi igeren 24-well plate’in kuyucuguna yerlestirildi ve 10
dak oda sicakliginda go¢ eden ve insertin alt kisminda bulunan hiicrelerin boyanmasi

icin beklendi.

-Siirenin sonunda 3 kere yikama yapilarak fazla boya uzaklastirildi ve kurumaya

birakildi.
-Kurumadan sonra mikroskop altinda 10X biiylitmede goriintiilendi.

-Daha sonra bir de kantitatif degerlendirme yapabilmek i¢in insert, 200 ul ekstraksiyon
¢ozeltisi igeren 24-well plate’in kuyucuguna yerlestirildi ve 10 dak oda sicakliginda
calkalayici iizerinde bekletildi. Ekstraksiyon ¢ozeltisi, onceki agsamada boyanmis olan

hiicrelerden boyanin geri ¢gikarilmasini saglamaktadir.

-Ekstraksiyon tirtiniinden 100 ul alinip 96-well plate kuyucuguna koyuldu. 560nm dalga
boyunda spektrofotometrede (Thermo, Amerika) absorbans 6lgiimii yapildi.

3.2.15.3. invazyon Testi
Metastaz ve invazyon deneyleri aym asamalardan olusmaktadir. Invazyon testinde

migrasyon testinden farkli olarak invaziv 6zelliklerin degerlendirilebilmesi igin hiicreler
insertlere ekilmeden Once, insert’lerin i¢i hiicre dis1 matriksi taklit eden Matrigel
(Corning, Amerika) matriks ile kaplandi. Boylece invaziv hiicreler Matrigel
proteinlerini pargalayan enzimler salgilayarak insert’iin diger tarafina geg¢meyi

basarmisladir.

-DMEM ile 1:30 oraninda sulandirilan matrigel, insert tabanin1 kaplayacak sekilde
insert igine koyuldu. 3 saat oda sicakliginda steril kabin iginde polimerizasyon igin

bekletildi. Stirenin sonunda insert iginde kalan matrigel ¢6zeltisi uzaklastirildi ve her
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inserte 30.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat 37°C sicaklikta % 5 CO;
iceren CO; inkiibatoriinde bekletildi.

-24 saatin sonunda go¢ edemeyen ve insert iginde kalan hiicreler nazik¢e pamuklu

cubuklarla uzaklastildi.

-Insert, 400 ul boyama ¢ozeltisi igeren 24-well plate’in kuyucuguna yerlestirildi ve 10
dak oda sicakliginda go¢ eden ve insertin alt kisminda bulunan hiicrelerin boyanmasi

i¢in beklendi.

-Stirenin sonunda 3 kere yikama yapilarak fazla boya uzaklastirildi ve kurumaya

birakildi.
-Kurumadan sonra mikroskop altinda 10X biiylitmede goriintiilendi.

-Daha sonra bir de kantitatif degerlendirme yapabilmek i¢in insert, 200 ul ekstraksiyon
¢ozeltisi igeren 24-well plate’in kuyucuguna yerlestirildi ve 10 dak oda sicakliginda
calkalayici iizerinde bekletildi. Ekstraksiyon ¢ozeltisi, dnceki agsamada boyanmis olan

hiicrelerden boyanin geri ¢ikarilmasini saglamaktadir.

-Ekstraksiyon iiriiniinden 100 ul alinip 96-well plate kuyucuguna koyuldu. 560nm dalga

boyunda spektrofotometrede (Thermo, Amerika) absorbans 6l¢iimii yapildi.

3.2.16. Flow-sitometrik Apoptozis Tayini
MiR-96-5p, miR-101-3p, miR-138-5p’nin apoptoz {lizerine etkilerini test etmek

amaciyla FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit (Kat no:556547 BD Biosciences,
Amerika) kullanilmistir. FITC Annexin V, bir popiilasyondaki apoptotik hiicrelerin
yiizdesini belirlemek i¢in kullanilir. Bu boyanin ¢alisma prensibi, apoptozisin erken
evrelerinde hiicrelerin zar asimetrisini kaybetme oOzelliklerine dayanir. Apoptotik
hiicrelerde, membran fosfolipit fosfatidilserin (PS), plazma membraninin i¢ zarindan dis
zarina aktarilir ve boylece hiicre dis1 ile etkilesime agik hale gelir. Annexin V,
kalsiyum-bagimli bir fosfolipit baglayici proteindir ve PS igin yiiksek afiniteye sahiptir.
Boylece hiicre membraninin dis yiizeyine yerlesmis olan PS ile etkileserek, apoptotik
hiicrelerin tanimlanmasini saglar. Propidium Iyodiir (PI) ise standart bir flow-sitometrik
canlilik probudur ve 6lii hiicrelerle canli olanlar1 ayirt etmek i¢in kullanilir. Canli

hiicrelerin membran yapisi1 bozulmamastir, bu yilizden PI hiicre i¢cine giremez. Fakat 6lii
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ve hasarli hiicrelerin membranlar1 PI'e kars1 gegirgendir. Bu yiizden FITC Annexin V
icin pozitif ve PI i¢in negatif olan hiicreler apoptotik hiicrelerdir. Hem FITC Annexin V
hem de PI i¢in pozitif olan hiicreler apoptozun son asamasindadir. Hem FITC Annexin
V hem de PI i¢in negatif olan hiicreler canlidir ve dlgiilebilir apoptozisten bahsedilmez.
FITC Annexin V icin negatif, PI i¢in pozitif olan hiicreler ise nekrotik hiicrelerdir

(www.bdbiosciences.com).

- Hiicreler 12 well plate’e her bir kuyusunda 200.000 hiicre olacak sekilde ekildi ve
miR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-5p mimikleri ile transfekte edildi.

- 24 saat sonra tripsin ile kaldirild1 ve 400 rpm’de 5 dak santrifiij edildi.

-Soguk PBS ile yikama yapilarak tripsin uzaklastirildi.

-Hiicre pelleti 1X Binding Buffer ile 1 x 10”6 cells/ml olacak sekilde siispanse edildi.
-Hiicre stispansiyonundan 100 ul (1 x 1075) alinds, tizerine 5 pl of FITC Annexin V ve
5 pl PI eklendi.

-15 dak oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi.

-400 ul 1X Binding Buffer eklenerek BD FACSCanto™ flow-sitometre cihazinda

analiz edildi.

3.2.17. LC3 Floresan Goriintiilleme
Otofaji marker’t LC3’lin floresan mikroskobunda goriintiilenebilmesi igin Oncelikle

PMRX-IP-GFP-LC3-RFP-LC3-AG plazmidi ¢ogaltilmistir. Bu amagcla 06ncelikle
kompetent bakteri hazirlandi, plazmid transformasyonu ve plazmid izolasyonu yapildi.
Daha sonra mimiklerle birlikte transfeksiyon yapilarak (cotransfection) hiicrelere

aktarildi. 48 saat sonra otofagozomlara karsilik gelen GFP noktalarinin sayimi yapildi.

3.2.17.1. Kompetent Bakteri Hazirlama
-Oncelikle E.coli bakterilerini ¢ogaltmak amaciyla, 100 ml LB Broth(Miller)

besiyerinde, 37°C’de ¢alkalayicida bakteriler inkiibe edildi.

-Hiicre yogunlugunun spektrofotometrede 0,6 OD (optic density) oOlclildiigli anda
bakteriler 50 ml’lik falkonlara alind1 ve 5 dk 4°C’de 3500 rpm’de santrifiij edildi.
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-Santriflij sonunda siipernatant atildi, pellet tizerine 1 ml 50 mM CacCl, eklendi.
-30 dk buzda bekletildikten sonra 10 dk 4°C’de 4000 rpm’de santrifiij edildi.

- Siipernatant tekrar atildi ve tizerine 2,5 ml %15 gliserol iceren 50 mM CaCl, eklenip
¢cozdiiriildi. 1,5 mI’lik tiiplere 100 ul dagitilip -80°C ‘ye kaldirildi.

3.2.17.2. Plazmid Aktarim (Transformasyon)
100 ul kompetenet E.coli igeren tiipler -80°C’den alinip buzda ¢6ziinmesi igin

bekletildiler.

-100 ng pMRX-IP-GFP-LC3-RFP-LC3-AG plazmidi, steril bir eppendorf tiip
igerisindeki 100 pl’lik kompetent E.coli hiicresi iizerine eklenip buz lizerinde 20 dk
inkiibe edildi.

-Inkiibasyon sonunda E.coli soklanmak {izere 37°C’de 15 sn tutuldu.
-Soklanan E.coli oda sicakliginda 15 dk bekletildi.

-1 ml LB eklendi ve 1 saat ¢alkalayicida 37°C’de inkiibe edildi.
-12000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi, siipernatant tiipte yaklasik 150 pl kalacak sekilde
uzaklagtirildi.

-Ependorf tiipiin alt kismina ¢oken hiicreler pipet yardimiyla homojenize edildi.

-Homojenize edilen E.coli’ler Ampisilin iceren agar petriye steril boncuklar yardimiyla
ekilerek 37°C’de yaklasik 18 saat inkiibe edildi.

3.2.17.3. Plazmid izolasyonu
-Transormasyondan sonra ekim yapilan petriden 6ze ile koloniler alindi ve son

konsantrasyonu 100 ug/ml ampisilin igerecek sekilde hazirlanmis 200 ml LB igine ekim
yapildi.

-Gece boyunca 37°C’de ve ¢alkalayicida ¢ogalmalari igin inkiibe edildi.

-50 ml’lik falkonlara dagitilarak 20 dk 4000 rpm 4°C’de santrifiij edildi.

-Siipernatant uzaklastirildi, pellet iizerine 2 ml P1 ¢ozeltisi eklenerek pellet yeniden
siispanse hale getirildi.

-2 ml P2 gozeltisi eklenip 4-6 kez alt-iist edilerek 5dk oda sicakliginda bekletildi.
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-2 ml P3 ¢ozeltisi eklenip, 4-6 kez alt-iist edilerek 15dk oda sicakliginda bekletildi.

-30 dk 4000 rpm 4°C’de santrifiij edildi.

-Filtreli kolona 4 ml QBT eklendi.

-Santriflij sonrasi siipernatant kolona bitene kadar eklendi ve kolonun alinda toplanan
stv1 atildi.

-2 kere 10 ml QC ¢ozeltisi eklenip, altta toplanan sivi atildi. Filtreli kolonun altina yeni
50 ml’lik falkon koyuldu.

-Filtreye 5 ml QF soliisyonu eklenerek, kolonda tutunan plazmidlerin QF ¢ozeltisi ile
birlikte kolonun altindaki falkon tiipe gegmesi saglandi.

-Falkon tiipe 3,5 ml izopropanol eklendi ve 30 dk 13000 rpm 4°C’de santrifiij edildi.
-Siipernatant uzaklastirilarak pellet {izerine 2 ml %70’lik etanol eklendi. 10 dk 13000
rpm +4°C’de santrifiij edildi.

- Siipernatant uzaklastirilarak tiipler oda sicakliginda kurumaya birakildi.

-100 ul RNase icermeyen su eklendi, konsantrasyon 6l¢iimii yapildiktan sonra -20°C*de

muhafaza edildi.

3.2.17.4. Hiicre Hatlarina Plazmid Verilmesi ve Goriintiileme
-Hiicreler 12 well plate’e her bir kuyusunda 200.000 hiicre olacak sekilde ekildi ve

mimikle transfeksiyonu yapildi.

-24 saat sonra hiicrelerin iizerindeki besiyeri uzaklastirildi. Her kuyucuga plazmid
konstrasyonu 2 pg/ ul olacak sekilde plazmid transfeksiyonu yapildi. Transfeksiyon
ajani olarak Lipofectamine 3000 transfeksiyon ajani (Thermo, Amerika) kullanilmistir.

-24 saat 37°C’de CO2 inkiibatoriinde inkiibe edildi. Transfeksiyonun basarili olup
olmadig1 GFP proteininin floresan mikroskobu altinda var olup olmamasina gore karar

verildi.

3.2.18. Verilerin istatiksel analizi
Gruplar arasindaki karsilastirmalar ve veriler, SPSS Statistics V22.0 ve GraphPad

Prism V6.00 yazilimlar1 kullanilarak degerlendirildi. Gruplar arasi farklanmalarin
anlamli olup olmadiginin gosterilmesi igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA), ikili
gruplarin kendi aralarindaki degisimlerin anlamliligini etmek igin ise Student t test veya

non-parametric Mann-Whitney U kullanilmigtir. p<0.05 olan degerler istatistik olarak
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anlamli kabul edilmistir. Grafiklerin lizerinde yer alan yildizlarin sayist anlamlilik

derecesini gostermektedir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, ****p<0,0001.

Gen eskpresyon sonuclari analiz edilirken 2"**“' (ACt = Hedef gen — Housekeeping gen)
formiilii kullanilmistir. Her PCR dongiisii sonunda olgiilen floresan 1s1ma miktarinin,
siir degeri astig1 ilk déngiiye C; (cycle threshold) denilmektedir (102). Ornekler arasi

ekspresyon farkliliklarinin gosterilmesi i¢in sonuglar kat degisimi seklinde verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. miR-96, miR-101 ve miR-138’in Beas2B, A549 ve HTB-54 Hiicre Hatlarindaki

Ekspresyonlari

Calismada ilk olarak A549, HTB-54 ve BEAS2B hiicre hattinda miRNA ekspresyon
seviyeleri gRT-PCR yontemi kullanilarak Ol¢lilmiistiir. Ekspresyon seviyesindeki
degisimlerin analiz edilmesi i¢in; normal akciger hiicre hatt1 ile akciger kanser hiicre
hatlar1 kiyaslanmistir ve degerler RNA-U6 ile normalize edilmistir.

Oncelikle qRT-PCR yontemiyle; hiicre hatlarinda miR-96, miR-101 ve miR-138’in Ct
degerleri bulundu. Normalizasyon yapilarak ACt degerleri hesaplandi. 2" degerleri
de hesaplanarak normal akciger hiicre hattina kiyasla akciger kanseri hiicre hatlarindaki
MIRNA ekspresyon seviyleri kat degisimi (fold change) seklinde verilmistir.
Hesaplamada kontrol grubu olarak Beas2B hiicre hatt1 kullanilmustir. Beas2B kontrol
grubu hiicre hatt1 oldugu i¢in 274" degeri 1 kabul edildi.

mMiR-96 ekspresyon seviyesi A549 hiicre hattinda, Beas2B hiicre hattina kiyasla 2,5 kat
artmis bulunurken, miR-101 ve miR-138 ekspresyon seviyeleri yaklasik 20 kat azalmis
bulundu (Sekil 4.1). Sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p degerleri
sirastyla 0,0023, 0,0052 ve 0,0044)
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Sekil 4.1. miR-96, miR-101 ve miR-138’in Beas2B ve A549 hiicre hatlarindaki
ekspresyonlari. p degerleri sirasiyla 0,0023, 0,0052 ve 0,0044 olarak hesaplanmustir.
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HTB-54 hiicre hattinda ise miR-96 ekspresyon seviyesi Beas2B hiicre hattina kiyasla
2,3 kat artmig bulunurken, miR-101 ve miR-138 ekspresyon seviyeleri, sirasiyla 13 ve
9,2 kat azalmis bulundu (Sekil 4.2). Sonuglar istatistiksel olarak anlamlidir ( p= 0,0053,
p=0,0022 ve p=0,0068).
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Sekil 4.2. miR-96, miR-101 ve miR-138’in Beas2B ve HTB-54 hiicre hatlarindaki
ekspresyonlari. p degerleri sirasiyla 0,0053, 0,0022 ve 0,0068 olarak hesaplanmistir.

4.2. Mimik transfeksiyonundan sonra A549 ve HTB-54 hiicre hatlarinda miRNA

ekspresyon seviyesindeki degisimler

miR-96, miR-101 ve miR-138 mimikleri A549 ve HTB-54 hiicre hatlarina transfekte
edildikten sonra, gen ekspresyon seviyelerinde artis olmasi gereklidir. Ancak bu sekilde
daha sonra yapilacak olan analizler anlamli olur. Bu ylizden transfeksiyonun
dogrulanmasi i¢in mimikle transfekte edilen ve edilmeyen hiicrelerden MIRNA
ekspresyon analizi yapilmis ve transfeksiyonlarin iki hiicre hattinda da tiim mimikler
icin basarili oldugu ve sonuglarin istatistiksel olarak da anlamli oldugu goriilmistiir
(Sekil 4.3 ve 4.4). A549 hiicre hattinda miR-96, miR-101 ve miR-138 karsilastirmal1 kat
degisimi analizine ait p degerleri sirasiyla 0,00082, 0,0071 ve 0,00033 olarak
hesaplanmistir. HTB-54 hiicre hattinda miR-96, miR-101 ve miR-138 karsilastirmali kat
degisimi analizine ait p degerleri sirastyla 0,0043, 0,00021 ve 0,0039 olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 4.3. A549 hiicre hattinda mimik transfeksiyonlarinin dogrulanmasi. miR-96, miR-
101 ve miR-138 karsilastirmali kat degisimi analizine ait p degerleri sirasiyla 0,00082,
0,0071 ve 0,00033 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.4. HTB54 hiicre hattinda mimik transfeksiyonlarinin dogrulanmasi. miR-96,
miR-101 ve miR-138 karsilastirmali kat degisimi analizine ait p degerleri sirasiyla
0,0043, 0,00021 ve 0,0039 olarak hesaplanmustir.
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4.3. miR-96-5p, MiR-101-3p ve mMIiR-138-5p’nin A549 Hiicre Hattinda Otofaji

uizerine Etkileri

mMiR-96-5p’nin otofajiyi nasil etkiledigini gostermek amaciyla otofaji marker olan
LC3’iin protein seviyeleri hem western blot ile gosterilmis hem de hiicrelere mimikle
birlikte GFP-LC3 igeren plazmid aktarilarak, hiicredeki otofagozom sayisindaki degisim
degerlendirilmistir. Otofaji uyarildigr zaman LC3’ iin C ucundaki arginin amino asidi,
Atg4 (sistein proteaz) enzimi tarafindan kesilir ve LC3-I tipi olusturulur. LC3-I’e,
fosfatidiletanolamine (PE) baglanarak LC3-II olusturulur. LC3-I bant yogunlugunun

azalip, LC3-II"nin bant yogunlugunun artmasi otofajinin uyarildigini gosterir.

Immunfloresan analizde ise GFP-LC3’iin yogunlastig1 yesil noktalar otofagozomlara
karsilik gelmektedir. Otofagozom sayisindaki artis otofajinin uyarilmasi seklinde
yorumlanir. MiR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-5p’nin mimikleri GFP-LC3 igeren
plazmidle ayn1 anda transfekte edilir (cotransfection). Otofajinin uyarilmasi i¢in,
hiicreler fikse edilmeden Once 4 saat agliga maruz birakilmistir. Her iic mimigin de
A549 hiicre hattinda otofajiyi baskiladigi hem western blot hem de immunfloresan ile

gosterilmistir (Sekil 4.5-4.7).
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Sekil 4.5. miR-96-5p’nin A549 hiicre hattinda otofajiye etkisi
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Sekil 4.6. miR-101-3p’nin A549 hiicre hattinda otofajiye etkisi
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Sekil 4.7. miR-138-5p’nin A549 hiicre hattinda otofajiye etkisi

4.4. miR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-5p’nin HTB-54 Hiicre Hattinda Otofaji

uizerine Etkileri

miR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-5p’nin mimikleri HTB-54 hiicre hattina transfekte
edilmis, LC3-1 ve LC3-II bant yogunlugu degerlendirilmistir.

Immunfloresan analiz i¢in ise MiR-96-5p, MiR-101-3p ve miR-138-5p’nin mimikleri
GFP-LC3 igeren plazmidle ayni anda transfekte edilmis, otofajinin uyarilmasi igin,
hiicreler fikse edilmeden Once 4 saat agliga maruz birakilmistir. Her iic mimigin de

HTB-54 hiicre hattinda otofajiyi baskiladig1 hem western blot hem de immunfloresan ile

gosterilmistir (Sekil 4.8-4.10).
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Sekil 4.8. miR-96-5p’nin HTB-54 hiicre hattinda otofajiye etkisi
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Sekil 4.9. miR-101-3p’nin HTB-54 hiicre hattinda otofajiye etkisi
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Sekil 4.10. miR-138-5p’nin HTB-54 hiicre hattinda otofajiye etkisi
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4.5. miR-96-5p’nin A549 ve HTB-54 Hiicre Hatlarinda ATG9A’ya Etkisi

mMiR-96 mimik transfeksiyonu yapilan A549 ve HTB-54 hiicre hatlarmin ikisinde de,
kontrole kiyasla ATG9A mRNA ve protein seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalma goriilmiistiir (p degerleri sirastyla 0,0478 ve 0,0491)
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Sekil 4.11. A549 ve HTB-54 hiicre hatlarinda miR-96-5p’nin ATG9A’ya etkisi. (A)
mMiR-96-5p’nin ATG9A mRNA seviyesine etkisi. (B) miR-96-5p’nin ATG9A protein
diizeyine etkisi.

4.6. miR-101-3p ve miR-138-5p’nin A549 ve HTB-54 Hiicre Hatlarinda ATG4D’ye
Etkileri

miR-101-3p ve miR-138-5p mimikleri ayri ay1 A549 ve HTB-54 hiicre hatlarina
transfekte edilmis ve ATG4D protein seviyeleri western blot ile degerlendirilmistir.
miR-101 transfekte edilen her iki hiicre hattinda da kontrole kiyasla ATG4D mRNA ve
protein seviyesinde azalma gozlenmis ve azalma istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p degerleri sirasiyla 0,0398 ve 0.0457). MiR-138 uygulanan grupta her iki
hiicre hattinda da kontrole kiyasla ATG4D mRNA ve protein seviyesinde herhangi bir

degisim goriilmemistir.
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Sekil 4.12. A549 ve HTB-54 hiicre hatlarinda miR-101-3p ve miR-138-5p’nin
ATG4D’ye etkisi. (A) miR-101-3p’nin ATG4D mRNA seviyesine etkisi. (B) miR-101-
3p’nin ATG4D protein diizeyine etkisi. (C) miR-138-5p’nin ATG4D mRNA seviyesine
etkisi. (B) miR-138-5p’nin ATG4D protein diizeyine etkisi.

4.7. miR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-5p’nin A549 ve HTB-54 Hiicre Hatlarinda
Hiicre Canlihg1 Uzerine Etkileri

miR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-5p’nin mimikleri, A549 ve HTB-54 hiicre hattina
transfekte edilmis ve transfeksiyondan 24, 48 ve 72 saat sonra WST-1 reaktifi
kullanilarak hiicre canliliklart degerlendirilmistir. Her ti¢ mimigin de hiicre canliligim
belirli Olgiilerde azalttigi gorilmistiir (Sekil 4.13-4.15). Bu etkinin zamana bagimli
olarak giderek azaldig gortilmistiir. Hiicre canliligin1 her iki hiicre hattinda da en ¢ok
etkileyen miRNA, miR-96-5p olmustur (Sekil 4.13). MiR-101-3p’nin, A549 hiicre
hattinda canliligi azaltirken, HTB-54 hiicre hattinda o kadar etkili olmadig:

gosterilmistir. MiR-138-5p ise her iki hiicre hattinda da hiicre canliligini en az etkileyen

MIRNA olmustur.
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Sekil 4.13. miR-96-5p’nin A549 ve HTB-54 hiicre hatlarinda hiicre canliligi lizerine
etkisi. 24, 48 ve 72 saatin sonunda morfolojik gézlem yapildiktan sonra WST-1 reaktifi
kullanilarak 440 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢iim yapilmistir. Sekilde
kontrole gore normalize edilmis degerler goriilmektedir. Sonuclar istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur. A549 hiicre hattindaki karsilagtirmali analize ait p degeri 0,047,

HTB-54 hiicre hattinda p=0,035 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.14. miR-101-3p’nin A549 ve HTB-54 hiicre hatlarinda hiicre canlilig1 {izerine
etkisi. 24, 48 ve 72 saatin sonunda morfolojik gozlem yapildiktan sonra WST-1 reaktifi
kullanilarak 440 nm dalga boyunda spektrofotometrik Ol¢tim yapilmistir. Sekilde

kontrole gore normalize edilmis degerler goriilmektedir. Sonuclar istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur. A549 hiicre hattindaki karsilastirmali analize ait p degeri 0,027,

HTB-54 hiicre hattinda p=0,043 olarak hesaplanmaistir.
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Sekil 4.15. miR-138-5p’nin A549 ve HTB-54 hiicre hatlarinda hiicre canlilig1 {izerine
etkisi. 24, 48 ve 72 saatin sonunda morfolojik gézlem yapildiktan sonra WST-1 reaktifi
kullanilarak 440 nm dalga boyunda spektrofotometrik Ol¢iim yapilmistir. Sekilde
kontrole gore normalize edilmis degerler goriilmektedir. Sonuglar istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. A549 hiicre hattindaki karsilastirmali analize ait p degeri 0,033,
HTB-54 hiicre hattinda p=0,036 olarak hesaplanmistir.

4.8. miR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-5p’nin A549 ve HTB-54 Hiicre Hatlarinda
Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkilerinin Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi
(XCELLigence) ile incelenmesi

A549 ve HTB-54 hiicrelerinin mimik transfeksiyonu sonrasi proliferasyonlari es
zamanl olarak hiicre analiz sistemi olan XCELLigence®"RTCA MP (ACEA
Biosciences) ile izlenmistir. Gergek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi verilerine gore
mMiR-96 her iki hiicre hattinda da proliferasyonu baskilamistir (Sekil 4.16 ve 4.17). Bu
sonuglar WST-1 hiicre canlilik testi sonuglarini dogrulamaktadir. MiR-96’nin, A549
hiicre hattinda proliferasyonu, HTB-54 hiicre hattindakine gore daha ¢ok baskiladigi
goriilmistiir. MiR-101’in iki hiicre hattinda da proliferasyonu baskiladigi bulunmus
fakat bu baskilayici etkinin miR-96 kadar olmadigi goriilmistiir (Sekil 4.18 ve 4.19).
Yine bu sonu¢ da WST-1 hiicre canlilik testi sonuclar1 ile tutarhilik gostermistir.
MiR-138 mimiginin, tez ¢alismasinin sonlarina dogru tiikkenmesi nedeniyle bu sistem

ile analiz edilmesi miimkiin olmamuistir.
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Sekil 4.16. miR-96-5p’nin A549 hiicre hattinda proliferasyona etkisinin gergek
zamanli izlenmesi. Hiicre indeksi, ti¢lii tekrarin ortalamasi seklinde verilmistir. Her
30 dakikada bir Olgiim almak kaydiyla toplam 48 saat veri toplanmistir. Dikey
cizgiler, 0l¢iim alinan her noktadaki standart sapmay1 gostermektedir. Yatay ilerleyen
kirmizi ¢izgi miR-kntrl grubunun hiicre indeksini gosterirken, yesil ¢izgi miR-96-5p
ile transfekte edilen grubun hiicre indeksini gostermektedir.
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Sekil 4.17. miR-96-5p’nin HTB-54 hiicre hattinda proliferasyona etkisinin gergek
zamanl izlenmesi. Hiicre indeksi, tiglii tekrarin ortalamasi seklinde verilmistir. Her
30 dakikada bir ol¢iim almak kaydiyla toplam 48 saat veri toplanmistir. Dikey
cizgiler, 6l¢lim alinan her noktadaki standart sapmay1 gostermektedir. Yatay ilerleyen
kirmizi ¢izgi miR-kntrl grubunun hiicre indeksini gosterirken, yesil ¢izgi miR-96-5p
ile transfekte edilen grubun hiicre indeksini gostermektedir.
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Sekil 4.18. miR-101-3p’nin A549 hiicre hattinda proliferasyona etkisinin gergek
zamanli izlenmesi. Hiicre indeksi, ti¢li tekrarin ortalamasi seklinde verilmistir. Her
30 dakikada bir Olgiim almak kaydiyla toplam 48 saat veri toplanmistir. Dikey
cizgiler, O0l¢iim alinan her noktadaki standart sapmay1 gostermektedir. Yatay ilerleyen
kirmizi ¢izgi miR-kntrl grubunun hiicre indeksini gosterirken, yesil ¢izgi miR-101-3p
ile transfekte edilen grubun hiicre indeksini gostermektedir.
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Sekil 4.19. miR-101-3p’nin HTB-54 hiicre hattinda proliferasyona etkisinin gergek
zamanli izlenmesi. Hiicre indeksi, ti¢lii tekrarin ortalamasi seklinde verilmistir. Her
30 dakikada bir ol¢iim almak kaydiyla toplam 48 saat veri toplanmistir. Dikey
cizgiler, 6l¢iim alinan her noktadaki standart sapmay1 gostermektedir. Yatay ilerleyen
kirmizi ¢izgi miR-kntrl grubunun hiicre indeksini gosterirken, yesil ¢izgi miR-101-3p
ile transfekte edilen grubun hiicre indeksini gostermektedir.
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4.9. miR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-5p’nin A549 ve HTB-54 Hiicre Hatlarinda
iki Boyutlu Koloni Olusumu Uzerine Etkileri

miR-96-5p, mMiR-101-3p ve mIiR-138-5p’nin mimikleri, A549 ve HTB-54 hiicre
hatlarina transfekte edilmis ve hiicrelerin koloni olusturmasi igin yaklasik 2 hafta
beklenmistir. Bu siirenin sonunda 50’den fazla hiicre igeren koloniler sayilmistir. miR-
96-5p, MiR-101-3p ve miR-138-5p’nin iki hiicre hattinda da kontrole kiyasla koloni
olusumunu baskiladiklar1 bulunmustur (Sekil 4.20 ve 4.21). p degerleri A549 hiicre
hatt1 i¢in sirasiyla 0,02, 0,031 ve 0,028; HTB-54 hiicre hatt1 i¢in 0,047, 0,039 ve 0,025

olarak hesaplanmis ve bulgularin istatistiksel olarak da anlamli olduklar1 gosterilmistir.

A549

mir-kntrl mir-96 mir-101 mir-138

Sekil 4.20. miR-96-5p, miR-101-3p ve mMIiR-138-5p’nin A549 Hiicre Hattinda ki
Boyutlu Koloni Olusumu Uzerine Etkileri. (A) Kristal viyole ile boyanmis koloni
goriintiileri. (B) Kontrol grubuna goére normalize edilmis koloni sayilar1 (p degerleri
sirasiyla 0,02, 0,031 ve 0,028)
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Sekil 4.21. miR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-5p’nin HTB-54 Hiicre Hattinda Iki
Boyutlu Koloni Olusumu Uzerine Etkileri. (A) Kristal viyole ile boyanmis koloni
goriintiileri. (B) Kontrol grubuna gore normalize edilmis koloni sayilar1 (p degerleri
sirastyla 0,047, 0,039 ve 0,025)

4.10. miR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-5p’nin A549 ve HT-54 Hiicre Hatlarinda
Uc Boyutlu Yumusak Agar Koloni Olusumu Uzerine Etkileri

Yumusak agar koloni olusturma deneylerinin sonuglarina gére miR-96-5p, miR-101-3p
ve miR-138-5p’nin A549 ve HTB-54 hiicre hatlarinda 3 boyutlu koloni olusturma
kabiliyetini azalttigi gosterilmistir (Sekil 4.22 ve 4.23). Ozellikle miR-96-5p’nin her iki
hiicre hattinda da koloni say1 ve biiyiikliikklerini 6nemli 6l¢iide azalttigi goriilmiistiir.

Koloniler morfolojik olarak incelendiginde herhangi bir farklanmaya rastlanmamastir.
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Sekil 4.22. miR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-5p’nin A549 hiicre hattinda yumusak
agar 3-boyutlu koloni olusturma iizerine etkileri. (A) Kolonilerin 4X biiyiitme ile
cekilen fotograflart goriilmektedir. (B) Koloni sayisinda meydana gelen degisimler. (p
degerleri sirasiyla 0,0012, 0,048 ve 0,034 hesaplanmis olup, istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur.)
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Sekil 4.23. miR-96-5p, miR-101-3p ve mIiR-138-5p’nin HTB-54 hiicre hattinda
yumusak agar 3-boyutlu koloni olusturma tizerine etkileri. (A) Kolonilerin 4X biiyiitme
ile ¢ekilen fotograflar1 goriilmektedir. (B) Koloni sayisinda meydana gelen degisimler
(p degerleri sirasiyla 0,04, 0,042 ve 0,023 hesaplanmis olup, istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur.)
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4.11. miR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-5p’nin A549 Hiicre Hattinda Oris Hiicre
Gocii Uzerine Etkileri

A549 ve HTB-54 hiicre hatlarina miR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-5p transfekte
edilmis ve bariyerli Oris hiicre gocii plate kuyularina 3 x 10° hiicre ekilmistir. 24 ve 48
saat hiicrelerin ortadaki alana gd¢mesi beklenmis ve mikroskop goriintiileri alinmigtir
(Sekil 4.24 ve 4.26). Image] alan hesaplamalar1 sonucu A549 ve HTB-54 hiicre
hatlarinda miR-96, miR-101 ve miR-138’in hiicre gogilinii baskiladig1 gosterilmistir (p
degerleri sirasiyla A549 hiicre hatt1 i¢in 0,0034, 0,0052 ve 0,02; HTB-54 hiicre hatti i¢in
0,008, 0,049 ve 0,0056 olarak hesaplanmis ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur).
Baslangicta hiicresiz, % 100 bos kabul edilen orta alanin, hiicrelerin gocii ile giderek
daralmasi ve kontrole gore bu daralmanin daha az olmasi, hiicre gociiniin baskilandigini
gostermektedir (Sekil 4.25 ve 4.27). MikroRNA’lar arasinda her iki hiicre hattinda da en
yiiksek etkiyi gosteren miR-96-5p olmustur.

Sekil 4.24. A549 hiicre hattinda Oris hiicre gocii 0, 24 ve 48 saat alan goriintiileri. 4X
biiyilitme ile fotograflanmaistir.
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Sekil 4.25. miR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-5p’nin A549 hiicre hattinda Oris hiicre
gocii lizerine etkileri. ImageJ programi kullanilarak ortadaki alanin go¢ Oncesi ve
sonrast boyutlar1 hesaplandi. Sonuglar iiclii tekrarin ortalamasi seklinde verilmistir.
Baslangicta hiicresiz, % 100 bos kabul edilen orta alanin, hiicrelerin gogii ile giderek
daralmas1 ve kontrole gore bu daralmanin daha az olmasi, hiicre go¢iiniin baskilandigini
gostermektedir. miR-96-5p, miR-101-3p ve mIiR-138-5p icin p degerleri sirasiyla
0,0034, 0,0052 ve 0,02 hesaplanmis ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

48 sa

Sekil 4.26. HTB-54 hiicre hattinda Oris hiicre gocii 0, 24 ve 48 saat alan goriintiileri. 4X
biiylitme ile fotograflanmistir.
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Sekil 4.27. miR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-5p’nin HTB-54 hiicre hattinda Oris
hiicre gocii lizerine etkileri. ImageJ programi kullanilarak ortadaki alanin go¢ 6ncesi ve
sonrast boyutlar1 hesaplandi. Sonuglar ii¢lii tekrarin ortalamasi seklinde verilmistir.
Baslangicta hiicresiz, % 100 bos kabul edilen orta alanin, hiicrelerin gogii ile giderek
daralmasi ve kontrole gore bu daralmanin daha az olmasi, hiicre gociiniin baskilandigini
gostermektedir. miR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-5p i¢in p degerleri sirasiyla 0,008,
0,049 ve 0,0056 hesaplanmis ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

4.12. miR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-5p’nin Boyden Chamber Hiicre Gogii

Uzerine Etkileri

miR-96-5p, miR-101-3p ve mMiR-138-5p’nin, hiicre gogiine etkilerini arastirmak igin
Boyden Chamber yontemi ile Yara lyilesme Metodu (Wound Healing Assay)
kullanilmistir. Boyden Chamber Yontemi’'nde mimik transfeksiyonu yapilan hiicreler,
gozenekli bir zar ile kapatilmis insertlere ekilmistir. Go¢ yetenegi fazla olan hiicreler 24
saat ig¢inde porlu zar yapisimi asarak alta tarafa gegcmis, gegemeyen hiicreler ise
uzaklagtirilmistir. Alta gegmis olan hiicreler once boyanarak goriintiilenmis, daha sonra
hiicrelerden boya ekstrakte edilerek, yogunlugu spektrofotometrik olarak ol¢iilmiistiir.
Boyanin yogunlugu hiicre sayisi ile dogru orantili oldugundan, go¢ eden hiicre

yogunlugunu gruplar arasi kiyaslamak miimkiin olmustur.

A549 hiicre hattina miR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-5p transfekte edilmis, metastaz
i¢cin matrigelsiz, invazyon i¢in matrigel kapl insertlere ekim yapilmis ve 24 saat sonra
hiicre gociine olan etkilerine bakilmistir. A549 ve HTB-54 hiicre hatlarinda miR-96,
miR-101 ve miR-138’in metastaz ve invazyonu baskiladigi gosterilmistir (Sekil 4.28 -

4.31). Sonuglar ti¢lii tekrarin ortalamasi seklinde verilmistir. Migrasyon analizi i¢in p
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degerleri sirastyla A549 hiicre hatti i¢in 0,0072, 0,031 ve 0,04; HTB-54 hiicre hatt1 i¢in
0,041, 0,024 ve 0,034 olarak hesaplanmis ve istatistiksel olarak anlamli
degerlendirilmistir. Invazyon analizi icin p degerleri sirasiyla A549 hiicre hatt1 igin
0,023, 0,002 ve 0,016; HTB-54 hiicre hatt1 i¢in 0,039, 0,023 ve 0,027 olarak

hesaplanmis ve istatistiksel olarak anlamli degerlendirilmistir.

A549
Migrasyon

100,0

% Gog

N
o . 78,9
Iss’3 63'1 l

mir-kntrl mir-96 mir-101 mir-138

Sekil 4.28. miR-96-5p, miR-101-3p ve mIiR-138-5p’nin A549 Hiicre Hattinda
Migrasyona Etkileri. (A) Go6¢ eden hiicrelerin 10X biyiitme ile ¢ekilen fotograflari
goriilmektedir. (B) Go¢ eden hiicre yiizdeleri (p degerleri sirasiyla 0,0072, 0,031 ve 0,04
hesaplanmis ve istatistiksel olarak anlamli degerlendirilmistir.)
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Sekil 4.29. miR-96-5p, miR-101-3p ve mIiR-138-5p’nin A549 Hiicre Hattinda
Invazyona Etkileri. (p degerleri sirasiyla 0,023, 0,002 ve 0,016 hesaplanmis ve

istatistiksel olarak anlamli degerlendirilmistir.)
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Sekil 4.30. miR-96-5p, miR-101-3p ve mIiR-138-5p’nin HTB-54 Hiicre Hattinda
Migrasyona Etkileri. (p degerleri sirasiyla 0,041, 0,024 ve 0,034 hesaplanmis ve

istatistiksel olarak anlamli degerlendirilmistir.)
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Sekil 4.31. miR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-5p’nin HTB-54 Hiicre Hattinda
Invazyona Etkileri. (p degerleri sirastyla 0,039, 0,023 ve 0,027 hesaplanmis ve
istatistiksel olarak anlamli degerlendirilmistir.)

4.13. miR-96-5p, miR-101-3p ve mIiR-138-5p’nin A549 ve HTB-54 Hiicre
Hatlarinda Apoptozis Uzerine Etkileri

miR-96-5p, miR-101-3p ve MiR-138-5p’nin A549 hiicre hattinda apoptozisi uyardig
gosterilmistir (Sekil 4.32 ve 4.33). Bu uyarilma ¢ok belirgin bir artis seklinde olmasa da
sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p degerleri sirasiyla 0,041, 0,049 ve
0,03). HTB-54 hiicre hattinda ise istatistiksel olarak anlamli bir degisim gézlenmemistir
(p degerleri sirasiyla 0,12, 0,065 ve 0,087) (Sekil 4.34 ve 4.35). Canli hiicre yiizdelerine
bakildiginda (Tablo 4.1 ve 4.2), miR-96-5p’nin her iki hiicre hattinda da canli hiicre
yiizdesinde azalmaya neden oldugu goriilmektedir. Bu azalmanin sebebi sadece
apoptotik hiicre sayisindaki artisdan degil, nekrotik hiicre Oliimlerinden de
kaynaklanmaktadir. MiR-101-3p, sadece A549 hiicre hattinda canli hiicre yiizdesinde
azalmaya sebep olurken, miR-138-5p iki hiicre hattinda da canlilik yiizdesini

etkilememistir.
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Sekil 4.32. miR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-5p’nin A549 hiicre hattinda apoptozis
tizerine etkileri. FITC Annexin V igin pozitif ve PI i¢in negatif olan hiicreler apoptotik
hiicrelerdir (Q4). Hem FITC Annexin V hem de PI i¢in pozitif olan hiicreler apoptozun
son asamasindadir (Q2). Hem FITC Annexin V hem de PI i¢in negatif olan hiicreler
canlidir ve 6lgiilebilir apoptozisten bahsedilmez (Q3). FITC Annexin V igin negatif, PI

i¢in pozitif olan hiicreler nekrotik hiicrelerdir (Q1).

Tablo 4.1. miR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-5p’nin A549 hiicre hattinda apoptotik
ve apoptotik olmayan hiicre ytlizdeleri

kntrl-
% miR miR-96 |miR-101 | miR-138
Q1 4,8 7,5 11,2 2,4
Q2 3,9 4,6 4,6 4,9
Q3 75,5 63,2 62,1 75,4
Q4 1,3 3,1 2,5 2,7
Q2+Q4 5,2 7,7 7,1 7,6
A549

g 7,7 71 7,6
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Sekil 4.33. miR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-5p’nin A549 hiicre hattinda apoptotik
hiicre yiizdelerine etkileri. (p degerleri sirasiyla 0,041, 0,048 ve 0,03)
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Sekil 4.34. miR-96-5p, miR-101-3p ve mIR-138-5p’nin HTB-54 hiicre hattinda
apoptozis lizerine etkileri. FITC Annexin V i¢in pozitif ve PI i¢in negatif olan hiicreler
apoptotik hiicrelerdir (Q4). Hem FITC Annexin V hem de PI i¢in pozitif olan hiicreler
apoptozun son agamasindadir (Q2). Hem FITC Annexin V hem de PI i¢in negatif olan
hiicreler canlidir ve 6Slgiilebilir apoptozisten bahsedilmez (Q3). FITC Annexin V igin

negatif, PI i¢in pozitif olan hiicreler nekrotik hiicrelerdir (Q1).

Tablo 4.2. miR-96-5p, miR-101-3p ve mMIiR-138-5p’nin HTB-54 hiicre hattinda
apoptotik ve apoptotik olmayan hiicre yiizdeleri

kntrl-
% miR miR-96 | miR-101 | miR-138
Q1 2,3 4,5 4,4 3,8
Q2 4,4 4 3,4 3,9
Q3 82,9 78,1 82 82,3
Q4 1,2 2 1,2 1,4
Q2+Q4 5,6 6 4,6 5,3
HTB-54
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Sekil 4.35. miR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-5p’nin A549 hiicre hattinda apoptotik

hiicre yiizdelerine etkileri. (p degerleri sirasiyla 0,12, 0,065 ve 0,087)
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5. TARTISMA ve SONUC

Otofajinin hem hiicre sagkalimi hem de hiicre 6liimii ile iliskilendirildigi ¢aligsmalar
mevcuttur ve bu ylizden otofajinin kanser hiicre 6liimiine katkisi da tartismalidir (108).
Kemoterapi, radyoterapi ve hedefe yonelik tedaviler dahil olmak {izere birgok anti-
kanser tedavinin otofajiyi indiikledigi gosterilmistir (109-111). Bu anti-kanser tedavilere
yanit olarak, hiicreyi strese bagli hasarlardan korumak i¢in otofaji aktive edilir. Boylece
otofaji, kanser hiicrelerinde ila¢ direncininin artmasina katki saglayan bir mekanizma
olarak karsimiza c¢ikar (112-113). Bu yilizden kanser tedavi siirecinde otofajinin
hedeflenmesi, yeni bir strateji olarak sunulmakta ve bu yaklasimi esas alan klinik
caligmalar yapilmaktadir (95). Otofajinin baskilanmasi, kanser hiicrelerini kemoterapiye
ve radyoterapiye karst daha duyarli hale getirmistir (112, 114). Yukarida bahsedilen
veriler, Ozellikle miRNA'lara dayanan otofaji inhibisyonu ve kemoterapi
kombinasyonunun, kanser tedavisi i¢in etkili bir yaklasim olarak kullanilabilecegini

gostermektedir.

MikroRNA'lar, transkripsiyonel diizeyde veya transkripsiyon sonrasi seviyede gen
ekspresyonunu negatif olarak diizenleyen, kiiciik, protein kodlamayan RNA’lardir.
MiRNA'larin otofaji dahil bir¢ok hiicresel siireci diizenledigi ve kanser de dahil olmak
lizere birgok hastalikla iliskilendirildigi bulunmustur (115-116). Son yillarda
miRNA'lara dayali otofaji inhibisyonunu hedefleyen tedavi stratejileri gelistirilmeye
baglanmistir (96, 117). MiR-502'nin kolon kanseri, miR-375’in hepatoseliiler karsinom
(HCC) hiicrelerinde otofaji ve hiicre proliferasyonunu baskilayabildigi gosterilmistir
(118-119). Ayrica miRNA'lar tarafindan otofajinin diizenlenmesinin, ilag direngliligini
tersine ¢evirdigi ve kanser hiicrelerini kemoterapiye karsi hassaslagtirdigi bir¢cok
calisma ile gdsterilmistir (120). Ornegin MiR-30a’nin Beclin-1'i hedefleyerek otofajiyi
inhibe ettigi ve bu inhibisyonun sonucunda, kronik myeloid 16semi (KML) hiicrelerinde
imatinibin duyarliligini arttirdign gosterilmistir (98). Yine miR-30a’nin  Beclin-1'i
hedefleyerek otofajiyi inhibe ettigi ve farkli kanserlerde cisplatin duyarliligini arttirdig
hem in vitro hem de in vivo ¢alismalarda gosterilmistir (121). Diger bir 6rnek olarak
miR-101 verilebilir. MiR-101, otofajiyi inhibe ederek meme kanseri hiicrelerinin
tamoksifene, HCC hiicrelerinin ise doksorubisin ve fluorourasile duyarliligim

arttrmistir  (122-123).  Otofajinin - miRNA’lar tarafindan diizenlenmesi sadece

67



kemoterapi direncinin degil, radyoterapi direncinin de kirilmasini saglamistir. MiR-23b,
otofaji genlerinden ATG12’yi hedefleyerek otofajiyi baskilamis ve pankreatik kanser
hiicrelerini radyoterapiye karsi daha duyarli hale getirmistir (124). miRNA’lar
tarafindan otofajinin diizenlenmesi genelde baskilanma seklinde olsa da uyarilma
yoluyla da kanser hiicrelerinin tedaviye karsi daha hassas hale getirildigi durumlar
bulunmaktadir. Ornegin otofagozom olusumunda &nemli bir rolii olan ATG7, miR-
17’nin hedefidir. MIiR-17 inhibitorii; anti-miR-17’nin kullamilarak ATG7’nin ve
dolayisiyla otofajinin baskilanmasi onlenmistir. Sonu¢ olarak glioblastoma hiicreleri

radyoterapi ve temozolomid tedavisine kars1 daha hassas hale gelmislerdir (125).

Kanser tedavisinde miRNA'larin aracilik ettigi otofajinin rolii tartigmalidir. Otofajinin
baskilanmast m1 yoksa uyarilmast mi gerektigi tiimor tipine, evresine ve tlimor
mikrogevresine gore karar verilmelidir. Bu yiizden bu tez ¢alismasinda miR-96-5p,
miR-101-3p ve miR-138-5p’nin akciger kanserinde otofajiyi nasil diizenledikleri ve
bunun sonucunda kanser hiicrelerinin sagkalimi, proliferasyonu ve hiicre gogii gibi
ozelliklerin nasil etkileneceginin arastirilmasi amacglandi. Sonu¢ olarak c¢alisma
kapsaminda analiz edilmis olan MiRNA’larin (miR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-5p)
otofaji tizerinde baskilayici rollerinin oldugu, ayrica bu miRNA’larin tiimor baskilayici

etkiye sahip olduklart ve hiicre go¢iinii baskiladiklar gosterilmistir.

MiR-96-5p daha onceki calismalarda pek ¢ok kanserle iliskili bulunmustur. Ornegin
miR-96-5p’nin ekspresyon seviyesi, meme, kolorektal, prostat ve mesane kanserlerinde
normal dokuya kiyasla yiikksek bulunmus ve onkogenik miRNA olarak tanimlanmistir
(126-129). Ayrica miR-96-5p’nin artmis ekspresyonun, meme ve prostat kanserinde
hiicre proliferasyonunu arttirdigi, meme kanserinde ayrica hiicre gogiinii tetikledigi
fonksiyonel analizlerle gosterilmistir (127, 130). Diger taraftan, bobrek kanseri ve
osteosarkomlarda miR-96-5p’nin hiicre g6¢iinii  baskiladigr  gosterilmis, timor
baskilayici olarak bildirilmigtir (131-132). Bizim ¢alismamizda kiigiik hiicre dis1 akciger
kanseri ve kii¢lik hiicre dist epidermoid kanseri hiicre hatlarinda, normal akciger hiicre
hattina kiyasla miR-96-5p’nin ekspresyon seviyesinde artis saptanmistir. Ayrica miR-
96-5p’nin mimik transfeksiyonu ile ekspresyonu arttirildiginda otofajiyi inhibe ettigi
gosterilmis, buna ek olarak azalan hiicre gogii ile iligkili oldugu bulunmustur. Bu tez
planlandiginda miR-96-5p’nin akciger kanserindeki roliinii gosteren bir ¢alisma mevcut

degildi fakat tez deneylerinin yiiriitildigii sirada Fei ve grubu tarafindan miR-96-
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5p’nin, bizim bulgularimizin aksine akciger kanserinde hiicre gocii ve proliferasyonu
tesvik ettigi gosterildi (133). Farkli kanserler farkli genetik altyapilara sahip oldugundan
aynt MIRNA’nin degisik etkiler gdstermesi anlasilabilir fakat ayni hiicre hatt1 i¢in farkli
sonuglar bulmak diisiindiiriictidiir. Bizim ¢alismamizda Fei ve grubundan farkli olarak
gozlenen etkinin doza bagimli oldugunu diisiinmekteyiz. Bu grubun ¢alismasinda vektor
aracilt mimik transfeksiyonu yapilmistir ve transfeksiyondan sonra miR-96-5p
ekspresyonu 2,5 kat artmustir (133). Ancak bizim g¢alismamizda ticari olarak satilan
sentetik diziler kullanilmistir ve sonug olarak kat degisimi ¢ok daha fazla olmustur. Bir
diger neden de hiicrelerin pasaj sayilari olabilir. Artan pasaj sayisinin, zaman iginde
hiicre morfolojisi, uyaranlara yanit, biiyiime hizi, protein ekspresyonu ve transfeksiyon
etkinligi gibi hiicresel 0Ozellikleri degistirdigi bilinmektedir (134-137). Bu tez

calismasinda 25. pasaji gegmemis hiicreler kullanilmistir.

Meme kanserinde yapilan bir ¢alismada miR-96-5p’nin FOXO1 genini baskilayarak
otofajiyi inhibe ettigi gosterilmistir fakat akciger kanserinde miR-96-5p’nin otofajiyi
nasil etkiledigini bizim disimizda gosteren bir calisma bulunmamaktadir. Bu tez
caligmasinda otofajinin inhibe edilmesinin sebebi olarak, otofaji genlerinden
ATGI9A’nin  baskilanmas1  Onerilmektedir. MiR-96-5p transfeksiyonu sonrasi
ATGYA nin protein seviyesinde azalma olmustur. ATG9A, onciil otofagozomal yapinin
olusmasinda ve g¢ekirdeklenme bolgesinin organizasyonunda onemli bir rol oynar. Bu
yiizden ATG9A’nin azalmasi, otofajinin neden inhibe oldugunu aciklayabilir. Bunun
yanisira  ATG9A’nin, direkt olarak miR-96-5p tarafindan hedeflendiginin

gosterilebilmesi i¢in, luciferase reporter assay yapilmalidir.

MikroRNA-101, tiimor baskilayici olarak tanimlanmaktadir. Calismamizda kiigiik hiicre
dis1 akciger kanseri ve kii¢lik hiicre dis1 epidermoid kanseri hiicre hatlarinda, normal
akciger hiicre hattina kiyasla miR-101-3p’nin ekspresyon seviyesinin azalmis oldugu
saptandi. Benzer olarak Le Han ve ark. yaptig1 bir calismada da kiigiik hiicre dis1
akciger kanser dokularinda ve hiicre hatlarinda diisiik diizeyde eksprese oldugu
bildirilmistir. Yiiksek miR-101 diizeylerine sahip KHDAK hastalari, diisiik miR-101
ekspresyonuna sahip olanlardan daha uzun bir sagkalim sergilemislerdir (138). Bu da
miR-101'in KHDAK’de prognostik 6nemini gostermektedir. Birka¢ calisma, miR-
101'in, farkli kanserlerde bircok geni hedef alarak tiimdr gelisimini ve hiicre gdociinii

inhibe ettigini ortaya koymustur (138-140). Calismamizda her iki akciger kanseri hiicre

69



hattinda da miR-101 otofajiyi baskilamis, hiicre proliferasyonu ve hiicre gogiinii
azaltmistir. Daha oOnce yapilan bir c¢alismada mMiR-101’in otofajiyi baskilama
mekanizmasinin aydinlatilmasi1 amaciyla olasi hedefler taranmis ve RABSA ve
ATG4D’yi baskiladigi gosterilmistir (122). Bu iki genin de otofagozom olusumunda rol
oynadig1 gosterilmistir. Bu calismada da miR-101 transfeksiyonu sonrast ATG4D
seviyesinde azalma bulunmustur. ATG4D, otofagozom olusumunda kritik diizenleyici
rolleri olan ATG4 endopeptidaz ailesine aittir. Bu proteazlar, yeni sentezlenen LC3
proteinlerinin C-ucunu, fosfatidiletanolamin (PE) ile kovalent baglanmasi i¢in gerekli
olan bir glisin kalintisin1 ortaya ¢ikarmak igin keserler ve daha sonra, ayni enzimler,
otofagozom-lizozom fiizyonu ve LC3 geri doniisiimiinii kolaylagtirmak i¢in dis zara

bagli LC3'den PE'yi keserler (141).

MiR-101'in akciger kanseri hiicre hatlar1 ve dokularinda diisiik eksprese olmasi, hedef
genlerinin ekspresyonlarinda artisa ve bunun sonucunda da otofajinin yiiksek diizeyde
aktif kalmasina katki sagliyor olabilir. Boylece kanser hiicrelerinin metabolik stres ile
basa ¢ikmalarmi ve tedaviyi takiben tiimoriin yeniden biiylimesini tegvik etmelerini
saglayarak uzun siireli timor hiicresi sagkalimini miimkiin kiliyor olabilir. Nitekim
miR-101'in KHDAK’de prognostik onemini gosteren ¢alismada, yiiksek miR-101
diizeylerine sahip KHDAK hastalari, diisiik miR-101 ekspresyonuna sahip olanlardan
daha uzun bir sagkalim sergilemislerdir (138). Meme kanserinde yapilan bir ¢alismaya
gore MiR-101 otofajiyi baskilamis ve hiicreleri tamoxifene karsi daha duyarli hale
getirmistir. Bu bize, miR101’in sadece prognostik bir belirte¢ olarak degil, tedavi

etkinligini arttirmaya yonelik potansiyelinin de oldugunu géstermektedir.

MiR-138 ile ilgili caligmalar, miR-138"lin ekspresyon seviyesinin birgok kanser tiiriinde
diisiik oldugunu ve miR-138’in tiimdr gelisimini dnleyebildigini gdstermistir. Ornegin,
Xiao ve arkadaglari miR-138'in, YAP1 geninin ekspresyonunu hedefleyip
diizenleyebildigini ve boylece akciger kanseri hiicrelerinin invazyonunu ve metastazini
inhibe edebilecegini belirtmislerdir (142). Sun ve arkadaslari, miR-138'in, mesane
kanserinde epitelden mezenkimale ge¢isi (EMT) azaltarak, tiimor hiicre metastazini
inhibe ettigini bulmuslardir (143). Bir baska grup ise kiigiik hiicre dis1 akciger
kanserinde (KHDAK) miR-138'iin yine EMT'yi baskilayarak, tiimor hiicrelerinin

kemoterapiye direncini diizenleyebilecegini bildirmistir (144). Ayrica ayni kanser

70



tipinde miR138’in LIMK1’i hedefleyerek hiicre gogiinii ve invazyonu baskiladigin

gosteren bir ¢alisma da mevcuttur (145).

Bu calismalar bize mMiR-138’in tiimor gelisiminde inhibitér olarak rol aldigini
gostermektedir. Bu tez g¢alismasina baslandiginda miR-138’in akciger kanserinde
otofajiyi nasil etkiledigini gosteren bir ¢alisma mevcut degildi fakat tez ¢aligmalarinin
yuriitildiigli sirada bir grup tarafindan proliferasyon ve hiicre gogiinlin yanisira,
otofajinin de miR-138 tarafindan baskilandig1 gosterildi (146). Bu sonuglar, tez
caligmasinin sonuglari ile tutarli gériinmekte ve miR-138’in tiimor baskilayict bir gen
olarak davrandigini desteklemektedir. Bu grup ayrica miR-138’in KHDAK hiicre hatlari
ve dokularindaki diisiik ekspresyonunu, tiimor farklilasmasi ve lenf nodu metastazlari
acisindan negatif olarak iligkilendirmistir. MiR-138’in Sirtl ekspresyonunu azaltarak
epitelden mezenkimala gecisi inhibe ettigini, AMPK-mTORu inaktive ederek otofajiyi

baskiladigini gostermislerdir.

MiR-138’in otofajiyi hangi genler araciligiyla baskiladiginin gosterilmesi igin
biyoinformatik araclarla hedefledigi genler saptanmis, bunlardan ATG4D secilmis,
ancak ATG4D’nin mRNA ve protein seviyesinde anlamli farklilik bulunmamustir.
Otofaji yolaginin hangi mekanizmalar lizerinden baskilandiginin gosterilebilmesi igin
otofaji yolaginda gorev alan ve miR-138’in hedefi olabilecek diger adaylar segilip

calisiimalidir.

Sonug olarak, kiigiik hiicre dis1 akciger kanserinde (KHDAK), miR-101 ve miR-138’in
azalmis ekspresyon seviyeleri, tiimor niiksliine ve metastaza yol acan molekiiler
mekanizmalardan biri olabilir. MiR-96-5p, miR-101-3p ve miR-138-5p’nin ekspresyon
seviyelerindeki artisin, proliferasyon ve hiicre gociinlii baskilamasi da gbéz Oniine
alindiginda, akciger kanseri tedavisi igin potansiyel birer aday olarak

kullanilabileceklerini sdyleyebiliriz.

71



6. KAYNAKLAR

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Xue, Y., et al., Evolution from genetics to phenotype: reinterpretation of
NSCLC plasticity, heterogeneity, and drug resistance. Protein & cell, 2017. 8(3):
p. 178-190.

Klionsky, D.J., Autophagy: from phenomenology to molecular understanding in
less than a decade. Nature reviews Molecular cell biology, 2007. 8(11): p. 931.
Ravikumar, B., et al., Regulation of mammalian autophagy in physiology and
pathophysiology. Physiological reviews, 2010. 90(4): p. 1383-1435.

Shintani, T. and D.J. Klionsky, Autophagy in health and disease: a double-edged
sword. Science, 2004. 306(5698): p. 990-995.

White, E. and R.S. DiPaola, The double-edged sword of autophagy modulation
in cancer. Clinical cancer research, 2009. 15(17): p. 5308-5316.

Li, Y. and K.V. Kowdley, MicroRNAs in common human diseases. Genomics,
proteomics & bioinformatics, 2012. 10(5): p. 246-253.

Inamura, K. and Y. Ishikawa, MicroRNA in lung cancer: novel biomarkers and
potential tools for treatment. Journal of clinical medicine, 2016. 5(3): p. 36.
Rupaimoole, R. and F.J. Slack, MicroRNA therapeutics: towards a new era for
the management of cancer and other diseases. Nature reviews Drug discovery,
2017. 16(3): p. 203.

Chakraborty, C., et al., Therapeutic miRNA and siRNA: moving from bench to
clinic as next generation medicine. Molecular Therapy-Nucleic Acids, 2017. 8:
p. 132-143.

Torre, L.A., et al., Global cancer statistics, 2012. CA: a cancer journal for
clinicians, 2015. 65(2): p. 87-108.

Nowell, P.C., The clonal evolution of tumor cell populations. Science, 1976.
194(4260): p. 23-28.

MacConaill, L.E., Existing and emerging technologies for tumor genomic
profiling. Journal of Clinical Oncology, 2013. 31(15): p. 1815.

Paez, J.G., et al., EGFR mutations in lung cancer: correlation with clinical
response to gefitinib therapy. Science, 2004. 304(5676): p. 1497-1500.
Campbell, J.D., et al., Distinct patterns of somatic genome alterations in lung
adenocarcinomas and squamous cell carcinomas. Nature genetics, 2016. 48(6):
p. 607.

Li, S., et al., Comprehensive characterization of oncogenic drivers in Asian lung
adenocarcinoma. Journal of Thoracic Oncology, 2016. 11(12): p. 2129-2140.
Mitsudomi, T. and Y. Yatabe, Epidermal growth factor receptor in relation to
tumor development: EGFR gene and cancer. The FEBS journal, 2010. 277(2): p.
301-308.

Ji, H., et al., The impact of human EGFR kinase domain mutations on lung
tumorigenesis and in vivo sensitivity to EGFR-targeted therapies. Cancer cell,
2006. 9(6): p. 485-495.

Rikova, K., et al., Global survey of phosphotyrosine signaling identifies
oncogenic kinases in lung cancer. Cell, 2007. 131(6): p. 1190-1203.

Soda, M., et al., Identification of the transforming EML4-ALK fusion gene in
non-small-cell lung cancer. Nature, 2007. 448(7153): p. 561.

Awad, M.M. and A.T. Shaw, ALK inhibitors in non-small cell lung cancer:
crizotinib and beyond. Clinical advances in hematology & oncology: H&O,
2014. 12(7): p. 429.

72



21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.
33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Shaw, A.T., et al., Clinical features and outcome of patients with non—small-cell
lung cancer who harbor EML4-ALK. Journal of Clinical Oncology, 20009.
27(26): p. 4247.

Sholl, L., Molecular diagnostics of lung cancer in the clinic. Translational lung
cancer research, 2017. 6(5): p. 560.

Niederst, M.J., et al., RB loss in resistant EGFR mutant lung adenocarcinomas
that transform to small-cell lung cancer. Nature communications, 2015. 6: p.
6377.

Oser, M.G., et al., Transformation from non-small-cell lung cancer to small-cell
lung cancer: molecular drivers and cells of origin. The Lancet Oncology, 2015.
16(4): p. e165-e172.

Shaw, A.T., et al., Crizotinib versus chemotherapy in advanced ALK-positive
lung cancer. New England Journal of Medicine, 2013. 368(25): p. 2385-2394.
Sequist, L.V., et al., Genotypic and histological evolution of lung cancers
acquiring resistance to EGFR inhibitors. Science translational medicine, 2011.
3(75): p. 75ra26-75ra26.

Awad, M.M,, et al., Acquired resistance to crizotinib from a mutation in CD74-
ROSL1. New England Journal of Medicine, 2013. 368(25): p. 2395-2401.

Drilon, A., et al., A novel crizotinib-resistant solvent-front mutation responsive
to cabozantinib therapy in a patient with ROS1-rearranged lung cancer. Clinical
cancer research, 2016. 22(10): p. 2351-2358.

Ktistakis, N.T., In praise of M. Anselmier who first used the term “autophagie”
in 1859. 2017, Taylor & Francis.

Parzych, K.R., et al., A newly characterized vacuolar serine carboxypeptidase,
Atg42/Ybrl39w, is required for normal vacuole function and the terminal steps
of autophagy in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Molecular biology of the
cell, 2018. 29(9): p. 1089-1099.

Mizushima, N., A brief history of autophagy from cell biology to physiology
and disease. Nature cell biology, 2018: p. 1.

Zhi, X. and Q. Zhong, Autophagy in cancer. F1000prime reports, 2015. 7.
Kuma, A., et al., The role of autophagy during the early neonatal starvation
period. Nature, 2004. 432(7020): p. 1032-1036.

Jiang, P. and N. Mizushima, Autophagy and human diseases. Cell research,
2014. 24(1): p. 69.

Evangelisti, C., et al., Autophagy in acute leukemias: a double-edged sword with
important therapeutic implications. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-
Molecular Cell Research, 2015. 1853(1): p. 14-26.

Levine, B., N. Mizushima, and H.W. Virgin, Autophagy in immunity and
inflammation. Nature, 2011. 469(7330): p. 323.

Nixon, R.A., The role of autophagy in neurodegenerative disease. Nature
medicine, 2013. 19(8): p. 983.

Santana-Codina, N., J.D. Mancias, and A.C. Kimmelman, The role of autophagy
in cancer. 2017.

Ravikumar, B., et al., Mammalian macroautophagy at a glance. Journal of cell
science, 2009. 122(11): p. 1707-1711.

Li, W.-w., J. Li, and J.-k. Bao, Microautophagy: lesser-known self-eating.
Cellular and Molecular Life Sciences, 2012. 69(7): p. 1125-1136.

Kaushik, S. and A.M. Cuervo, The coming of age of chaperone-mediated
autophagy. Nature reviews Molecular cell biology, 2018: p. 1.

73



42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Youle, R.J. and D.P. Narendra, Mechanisms of mitophagy. Nature reviews
Molecular cell biology, 2011. 12(1): p. 9.

Bauckman, K.A., N. Owusu-Boaitey, and 1.U. Mysorekar, Selective autophagy:
xenophagy. Methods, 2015. 75: p. 120-127.

Zaffagnini, G. and S. Martens, Mechanisms of selective autophagy. Journal of
molecular biology, 2016. 428(9): p. 1714-1724.

Rabanal-Ruiz, Y., E.G. Otten, and V.l. Korolchuk, mTORC1 as the main
gateway to autophagy. Essays in biochemistry, 2017. 61(6): p. 565-584.
Mizushima, N., Y. Ohsumi, and T. Yoshimori, Autophagosome formation in
mammalian cells. Cell structure and function, 2002. 27(6): p. 421-429.
Randall-Demllo, S., M. Chieppa, and R.D. ERI, Intestinal epithelium and
autophagy: partners in gut homeostasis. Frontiers in immunology, 2013. 4: p.
301.

Catena, V. and M. Fanciulli, Deptor: not only a mTOR inhibitor. Journal of
Experimental & Clinical Cancer Research, 2017. 36(1): p. 12.

Mizushima, N., Autophagy: process and function. Genes & development, 2007.
21(22): p. 2861-2873.

Feng, Y., et al., The machinery of macroautophagy. Cell research, 2014. 24(1):
p. 24.

Tooze, S.A. and T. Yoshimori, The origin of the autophagosomal membrane.
Nature cell biology, 2010. 12(9): p. 831.

LIANG, Z.g., Molecular mechanism and regulation of autophagy. Acta
Pharmacologica Sinica, 2005. 26(12): p. 1421-1434.

Mizushima, N., et al., A protein conjugation system essential for autophagy.
Nature, 1998. 395(6700): p. 395.

Kabeya, Y., et al., LC3, a mammalian homologue of yeast Apg8p, is localized in
autophagosome membranes after processing. The EMBO journal, 2000. 19(21):
p. 5720-5728.

Klionsky, D.J., et al., Guidelines for the use and interpretation of assays for
monitoring autophagy. Autophagy, 2016. 12(1): p. 1-222.

Suzuki, K., et al., The pre-autophagosomal structure organized by concerted
functions of APG genes is essential for autophagosome formation. The EMBO
journal, 2001. 20(21): p. 5971-5981.

Eskelinen, E.-L., Roles of LAMP-1 and LAMP-2 in lysosome biogenesis and
autophagy. Molecular aspects of medicine, 2006. 27(5-6): p. 495-502.

Feng, Y. and D.J. Klionsky, Autophagic membrane delivery through ATGO.
Cell research, 2017. 27(2): p. 161.

Ge, L., et al.,, The ER-Golgi intermediate compartment is a key membrane
source for the LC3 lipidation step of autophagosome biogenesis. Elife, 2013. 2:
p. e00947.

Geng, J., et al., Post-Golgi Sec proteins are required for autophagy in
Saccharomyces cerevisiae. Molecular biology of the cell, 2010. 21(13): p. 2257-
2269.

Hamasaki, M., et al., Autophagosomes form at ER—mitochondria contact sites.
Nature, 2013. 495(7441): p. 389.

Zhou, C., et al., Regulation of mATG9 trafficking by Src-and ULK1-mediated
phosphorylation in basal and starvation-induced autophagy. Cell research, 2017.
27(2): p. 184.

74



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

Yamada, T., et al., Endothelial nitric-oxide synthase antisense (NOS3AS) gene
encodes an autophagy-related protein (APG9-like2) highly expressed in
trophoblast. Journal of Biological Chemistry, 2005. 280(18): p. 18283-18290.
Fish, J.E., et al., Hypoxia-inducible expression of a natural cis-antisense
transcript inhibits endothelial nitric-oxide synthase. Journal of Biological
Chemistry, 2007. 282(21): p. 15652-15666.

Maruyama, T. and N.N. Noda, Autophagy-regulating protease Atg4: structure,
function, regulation and inhibition. The Journal of antibiotics, 2018. 71(1): p. 72.
Yu, Z.-Q., et al., Dual roles of Atg8— PE deconjugation by Atg4 in autophagy.
Autophagy, 2012. 8(6): p. 883-892.

Zhang, L., et al.,, Unraveling the roles of Atg4 proteases from autophagy
modulation to targeted cancer therapy. Cancer letters, 2016. 373(1): p. 19-26.
Lin, L. and E.H. Baehrecke, Autophagy, cell death, and cancer. Molecular &
cellular oncology, 2015. 2(3): p. €985913.

Liang, X.H., et al., Beclin 1 contains a leucine-rich nuclear export signal that is
required for its autophagy and tumor suppressor function. Cancer research,
2001. 61(8): p. 3443-3449.

Takahashi, Y., et al., Bif-1 interacts with Beclin 1 through UVRAG and
regulates autophagy and tumorigenesis. Nature cell biology, 2007. 9(10): p.
1142-1151.

Chen, S., et al., Autophagy is a therapeutic target in anticancer drug resistance.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Reviews on Cancer, 2010. 1806(2): p.
220-229.

Kaminskyy, V.O., et al., Suppression of basal autophagy reduces lung cancer
cell proliferation and enhances caspase-dependent and-independent apoptosis by
stimulating ROS formation. Autophagy, 2012. 8(7): p. 1032-1044.

Maycotte, P. and A. Thorburn, Targeting autophagy in breast cancer. World
journal of clinical oncology, 2014. 5(3): p. 224.

Takamura, A., et al., Autophagy-deficient mice develop multiple liver tumors.
Genes & development, 2011. 25(8): p. 795-800.

Hjelmeland, A. and J. Zhang, Metabolic, autophagic, and mitophagic activities
in cancer initiation and progression. Biomedical Journal, 2016.

Huntzinger, E. and E. lzaurralde, Gene silencing by microRNAs: contributions
of translational repression and mRNA decay. Nature Reviews Genetics, 2011.
12(2): p. 99.

Bartel, D.P., MicroRNAs: target recognition and regulatory functions. Cell,
2009. 136(2): p. 215-233.

Pasquinelli, A.E., MicroRNAs and their targets: recognition, regulation and an
emerging reciprocal relationship. Nature Reviews Genetics, 2012. 13(4): p. 271.
Bartel, D.P., MicroRNAs: genomics, biogenesis, mechanism, and function. Cell,
2004. 116(2): p. 281-297.

Borchert, G.M., W. Lanier, and B.L. Davidson, RNA polymerase 1l transcribes
human microRNAs. Nature Structural and Molecular Biology, 2006. 13(12): p.
1097.

Krol, J., I. Loedige, and W. Filipowicz, The widespread regulation of
microRNA biogenesis, function and decay. Nature Reviews Genetics, 2010.
11(9): p. 597.

Coyle, K.M., J.E. Boudreau, and P. Marcato, Genetic mutations and epigenetic
modifications: driving cancer and informing precision medicine. BioMed
research international, 2017. 2017.

75



83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.
90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.
101.

102.

103.

lorio, M.V. and C.M. Croce, MicroRNA dysregulation in cancer: diagnostics,
monitoring and therapeutics. A comprehensive review. EMBO molecular
medicine, 2012. 4(3): p. 143-159.

Melo, S.A. and M. Esteller, Dysregulation of microRNAs in cancer: playing
with fire. FEBS letters, 2011. 585(13): p. 2087-2099.

Palanichamy, J.K. and D.S. Rao, miRNA dysregulation in cancer: towards a
mechanistic understanding. Frontiers in genetics, 2014. 5: p. 54.

Calin, G.A,, et al., Human microRNA genes are frequently located at fragile
sites and genomic regions involved in cancers. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 2004. 101(9): p. 2999-3004.

Martin, T.A., et al., Cancer invasion and metastasis: molecular and cellular
perspective. 2013.

Ma, L., MicroRNA and metastasis, in Advances in cancer research. 2016,
Elsevier. p. 165-207.

Castro, D., et al., MicroRNAs in lung cancer. Oncotarget, 2017. 8(46): p. 81679.
Lorin, S., et al. Autophagy regulation and its role in cancer. in Seminars in
cancer biology. 2013: Elsevier.

Gozuacik, D., et al., Autophagy-regulating microRNAs and cancer. Frontiers in
oncology, 2017. 7: p. 65.

Zhu, H., et al., Regulation of autophagy by a beclin 1-targeted microRNA, miR-
30a, in cancer cells. Autophagy, 2009. 5(6): p. 816-823.

Sermersheim, M.A., et al., MicroRNA regulation of autophagy in cardiovascular
disease. Frontiers in bioscience (Landmark edition), 2017. 22: p. 48.

Wang, S., et al., The Role of Autophagy and Related MicroRNAS in
Inflammatory Bowel Disease. Gastroenterology Research and Practice, 2018.
2018.

Chude, C.I. and R.K. Amaravadi, Targeting autophagy in cancer: update on
clinical trials and novel inhibitors. International journal of molecular sciences,
2017. 18(6): p. 1279.

Rothschild, S.I., et al., MicroRNA-106a targets autophagy and enhances
sensitivity of lung cancer cells to Src inhibitors. Lung cancer, 2017. 107: p. 73-
83.

Chang, Z., et al., Blocked autophagy by miR-101 enhances osteosarcoma cell
chemosensitivity in vitro. The Scientific World Journal, 2014. 2014.

Yu, Y., et al., Targeting microRNA-30a-mediated autophagy enhances imatinib
activity against human chronic myeloid leukemia cells. Leukemia, 2012. 26(8):
p. 1752.

Kozomara, A. and S. Griffiths-Jones, miRBase: annotating high confidence
microRNASs using deep sequencing data. Nucleic acids research, 2013. 42(D1):
p. D68-D73.

Alberts, B., et al., Isolating cells and growing them in culture. 2002.

Kim, T.K. and J.H. Eberwine, Mammalian cell transfection: the present and the
future. Analytical and bioanalytical chemistry, 2010. 397(8): p. 3173-3178.
Schefe, J.H., et al., Quantitative real-time RT-PCR data analysis: current
concepts and the novel “gene expression’s C T difference” formula. Journal of
molecular medicine, 2006. 84(11): p. 901-910.

Smith, P.e., et al., Measurement of protein using bicinchoninic acid. Analytical
biochemistry, 1985. 150(1): p. 76-85.

76



104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

Berridge, M.V., P.M. Herst, and A.S. Tan, Tetrazolium dyes as tools in cell
biology: new insights into their cellular reduction. Biotechnology annual review,
2005. 11: p. 127-152.

Ke, N., et al., The xCELLigence system for real-time and label-free monitoring
of cell viability, in Mammalian Cell Viability. 2011, Springer. p. 33-43.

Franken, N.A., et al., Clonogenic assay of cells in vitro. Nature protocols, 2006.
1(5): p. 2315.

Borowicz, S., et al., The soft agar colony formation assay. Journal of visualized
experiments: JOVE, 2014(92).

Maes, H., et al., Autophagy: shaping the tumor microenvironment and
therapeutic response. Trends in molecular medicine, 2013. 19(7): p. 428-446.
Kim, S., R. Ramakrishnan, and D. Gabrilovich, Impact of Radiation-Induced
Autophagy on the Efficacy of Combination Radiation Therapy and
Immunotherapy. International Journal of Radiation Oncology* Biology* Physics,
2013. 87(2): p. S632.

Wang, R., et al., Stellettin B induces G1 arrest, apoptosis and autophagy in
human non-small cell lung cancer A549 cells via blocking PI3K/Akt/mTOR
pathway. Scientific reports, 2016. 6: p. 27071.

Zhao, Z.Q., et al., Gefitinib induces lung cancer cell autophagy and apoptosis
via blockade of the PI3BK/AKT/mTOR pathway. Oncology letters, 2016. 12(1):
p. 63-68.

Chen, K. and W. Shi, Autophagy regulates resistance of non-small cell lung
cancer cells to paclitaxel. Tumor Biology, 2016. 37(8): p. 10539-10544.

Zhao, Z., et al., CLDN1 Increases Drug Resistance of Non-Small Cell Lung
Cancer by Activating Autophagy via Up-Regulation of ULK1 Phosphorylation.
Medical science monitor: international medical journal of experimental and
clinical research, 2017. 23: p. 2906.

Gewirtz, D.A., M.L. Hilliker, and E.N. Wilson, Promotion of autophagy as a
mechanism for radiation sensitization of breast tumor cells. Radiotherapy and
Oncology, 2009. 92(3): p. 323-328.

Oznur, B. and G. Devrim, The Crosstalk Between miRNAs and Autophagy in
Cancer Progression, in Recent Trends in Cancer Biology: Spotlight on Signaling
Cascades and microRNAs. 2018, Springer. p. 279-291.

Paul, P., et al., Interplay between miRNAs and human diseases. Journal of
cellular physiology, 2018. 233(3): p. 2007-2018.

Jing, Z., et al., Interaction of autophagy with microRNAs and their potential
therapeutic implications in human cancers. Cancer letters, 2015. 356(2): p. 332-
338.

Chang, Y., et al., miR-375 inhibits autophagy and reduces viability of
hepatocellular carcinoma cells under hypoxic conditions. Gastroenterology,
2012. 143(1): p. 177-187. €8.

Zhai, H., et al., Inhibition of autophagy and tumor growth in colon cancer by
miR-502. Oncogene, 2013. 32(12): p. 1570.

Pan, B., J. Yi, and H. Song, MicroRNA-mediated autophagic signaling networks
and cancer chemoresistance. Cancer Biotherapy and Radiopharmaceuticals,
2013. 28(8): p. 573-578.

Zou, Z., et al., MicroRNA-30a sensitizes tumor cells to cis-platinum via
suppressing beclin 1-mediated autophagy. Journal of Biological Chemistry,
2012. 287(6): p. 4148-4156.

77



122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

Frankel, L.B., et al., microRNA-101 is a potent inhibitor of autophagy. The
EMBO journal, 2011. 30(22): p. 4628-4641.

Xu, L., et al., MicroRNA-101 inhibits human hepatocellular carcinoma
progression through EZH2 downregulation and increased cytostatic drug
sensitivity. Journal of hepatology, 2014. 60(3): p. 590-598.

Wang, P., et al., MicroRNA 23b regulates autophagy associated with
radioresistance of pancreatic cancer cells. Gastroenterology, 2013. 145(5): p.
1133-1143. el2.

Comincini, S., et al., microRNA-17 regulates the expression of ATG7 and
modulates the autophagy process, improving the sensitivity to temozolomide
and low-dose ionizing radiation treatments in human glioblastoma cells. Cancer
biology & therapy, 2013. 14(7): p. 574-586.

Guttilla, LK. and B.A. White, Coordinate regulation of FOXO1 by miR-27a,
miR-96, and miR-182 in breast cancer cells. Journal of Biological Chemistry,
2009. 284(35): p. 23204-23216.

Haflidadottir, B.S., et al., Upregulation of miR-96 enhances cellular proliferation
of prostate cancer cells through FOXO1. PloS one, 2013. 8(8): p. e72400.

Xu, X.M., et al., Expression of miR-21, miR-31, miR-96 and miR-135b is
correlated with the clinical parameters of colorectal cancer. Oncology letters,
2012. 4(2): p. 339-345.

Wu, Z., et al., Upregulation of microRNA-96 and its oncogenic functions by
targeting CDKNZ1A in bladder cancer. Cancer cell international, 2015. 15(1): p.
107.

Shi, Y., et al., Overexpression of microRNA-96-5p inhibits autophagy and
apoptosis and enhances the proliferation, migration and invasiveness of human
breast cancer cells. Oncology letters, 2017. 13(6): p. 4402-4412.

Yao, Q., et al., microRNA-96 acts as a tumor suppressor gene in human
osteosarcoma via target regulation of EZRIN. Life sciences, 2018. 203: p. 1-11.
Yu, N., et al, miR-96 suppresses renal cell carcinoma invasion via
downregulation of Ezrin expression. Journal of Experimental & Clinical Cancer
Research, 2015. 34(1): p. 107.

Fei, X., et al., miR-96 promotes invasion and metastasis by targeting GPC3 in

non-small cell lung cancer cells. Oncology letters, 2018. 15(6): p. 9081-9086.
Briske-Anderson, M.J., J.W. Finley, and S.M. Newman, The influence of culture
time and passage number on the morphological and physiological development
of Caco-2 cells. Proceedings of the society for experimental biology and
medicine, 1997. 214(3): p. 248-257.

Chang-Liu, C.-M. and G.E. Woloschak, Effect of passage number on cellular
response to DNA-damaging agents: cell survival and gene expression. Cancer
letters, 1997. 113(1-2): p. 77-86.

Yu, H., TJ. Cook, and P.J. Sinko, Evidence for diminished functional
expression of intestinal transporters in Caco-2 cell monolayers at high passages.
Pharmaceutical research, 1997. 14(6): p. 757-762.

Wenger, S.L., et al., Comparison of established cell lines at different passages
by karyotype and comparative genomic hybridization. Bioscience reports, 2004.
24(6): p. 631-639.

Han, L., et al., MiR-101 inhibits the proliferation and metastasis of lung cancer
by targeting zinc finger E-box binding homeobox 1. American journal of
translational research, 2018. 10(4): p. 1172.

78



139.

140.

141.

142.

143.

144,

145.

146.

Li, J.-T., et al., MiRNA-101 inhibits breast cancer growth and metastasis by
targeting CX chemokine receptor 7. Oncotarget, 2015. 6(31): p. 30818.

Zhang, J.-g., et al., MicroRNA-101 exerts tumor-suppressive functions in non-
small cell lung cancer through directly targeting enhancer of zeste homolog 2.
Journal of Thoracic Oncology, 2011. 6(4): p. 671-678.

Kaminskyy, V. and B. Zhivotovsky, Proteases in autophagy. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA)-Proteins and Proteomics, 2012. 1824(1): p. 44-50.

Xiao, L., et al., MicroRNA-138 acts as a tumor suppressor in non small cell lung
cancer via targeting YAP1. Oncotarget, 2016. 7(26): p. 40038.

Sun, D.-K,, et al., MicroRNA-138 regulates metastatic potential of bladder
cancer through ZEB2. Cellular physiology and biochemistry, 2015. 37(6): p.
2366-2374.

Jin, Z., et al., MicroRNA-138 regulates chemoresistance in human non-small
cell lung cancer via epithelial mesenchymal transition. Eur Rev Med Pharmacol
Sci, 2016. 20(6): p. 1080-1086.

Tan, Y., et al., MicroRNA-138 inhibits migration and invasion of non-small cell
lung cancer cells by targeting LIMK1. Molecular medicine reports, 2016. 14(5):
p. 4422-4428.

Ye, Z., et al., miR-138 suppresses the proliferation, metastasis and autophagy of
non-small cell lung cancer by targeting Sirtl. Oncology reports, 2017. 37(6): p.
3244-3252.

79



