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OZET

ONKOGENIK WiP1 FOSFATAZIN METABOLIK STRES INDUKLU OTOFAJi
AKTiVASYONUNDA ROLUNUN ARASTIRILMASI

Kaygusuz N. 2022, Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi
Biyoloji Programm Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2022

Amag: Bu calismada Wip1°’i asir1 ifade eden noroblastom (SH-SY5Y) ve meme kanseri (MCF-
7) hiicreleri kullanilarak hipoksi ve aglik ile metabolik stres aracili otofajide Wipl ‘in rolii

arastirilmastir.

Gerec ve Yontem: MCF-7 ve SH-SYS5Y hiicre hatlarina Western Blot, MTT analizi, Annexin
V/TAAD analizi, immiin ¢oktliirme ve immiin floresan teknikleri uygulanmis olup elde edilen

verilerin istatistiki analizi ‘one-way ANOVA’ ile yapilmistir.

Bulgular: Yapilan Western blot ve immiin floresan yontemi ile belirlenen konsantrasyonlarin
otofaji indiiksiyonunu sagladigi saptandi. MCF-7 ve SH-SYSY hiicre hatlarinda otofaji
indiiksiyonu i¢in belirlenen konsantrasyonlarin MTT ve Annexin V/7AAD analizi araciligiyla
hiicre Oliimiinii tetiklemedigi gosterilmistir. Wipl-ULK1 iliskisi ise immiingoktiirme ve
western blot teknikleri araciligiyla gosterilmistir.

Sonuc: Yapilan deneyler sonucunda Wipl fosfatazin otofaji baslangic kompleksinde gorevli
temel bir protein olan ULK regiilasyonunda etkili bir fosfataz oldugu aciga cikarilmistir.

Yapilan Western blot ve immiin ¢oktiirme yontemleri ile elde edilen veriler, Wip1 fosfatazin

ULK defosforilasyonunda rol aldigina isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hipoksi, MCF7, Metabolik Stres Indiiklii Otofaji, SH-SY5Y, Wipl

fosfataz
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ROLE OF ONCOGENIC WIP1 PHOSPHATASE IN
ACTIVATION OF METABOLIC STRESS-INDUCED AUTOPHAGY

Kaygusuz N. Aydin Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Clinical
Biology Program Master Thesis, Aydin, 2022

Objective: In this study, hypoxia and starvation-related stress-mediated autophagy from Wip
was investigated for Wip1 overexpressing neuroblastoma (SH-SY5Y) and breast cancer (MCF-

7).

Materials and Methods: Western blot, MTT analysis, Annexin V/7AAD analysis,
immunoprecipitation and immune fluorescence techniques were applied to MCF-7 and SH-

SYSY cell lines, and the statistical analysis of the obtained data was made by 'one-way

ANOVA'.

Results: It was determined that the concentrations determined by Western blot and
immunofluorescence method provided autophagy induction. It was shown that the
concentrations determined for autophagy induction in MCF-7 and SH-SYS5Y cell lines did not
trigger cell death by MTT and Annexin V/7AAD analysis. Wipl-ULKI1 association was

demonstrated by immunoprecipitation and western blot techniques.

Conclusion: As a result of the experiments, it was revealed that Wipl phosphatase is an
effective phosphatase in the regulation of ULK, an essential protein involved in the autophagy
initiation complex. The data obtained by Western blot and immunoprecipitation methods

indicate that Wip1 phosphatase plays a role in ULK dephosphorylation.

Key words: Hypoxia, MCF7, Metabolic-Stress Induced Autophagy, SH-SY5Y, Wipl
phosphatase
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1. GIRIS

Otofaji hiicre i¢inde dogru ¢aligmayan organeller, yanlis katlanmig proteinler gibi gesitli
hiicresel bilesenlerin lizozomlar vasitastyla parcalanmasini ve tekrar kullanilmasini saglayan
bir mekanizmadir. Otofaji, aglik ve oksijen yoksunlugu gibi metabolik stres faktorleri ile
etkinlesebilmektedir. Wipl solid tiimdrlerde asir1 ekspresyon sonucu onkogenik karaktere
sahip olan ve genotoksik stresle aktive olan apoptozis, senesens gibi hiicresel cevaplarin negatif
regiilasyonunda gorev alan bir fosfatazdir. Wipl fosfatazin DNA hasar1 cevabinin

regiilasyonunda gorev alan onkogenik bir fosfataz olan bir fosfatazdir.

Son caligmalar Wip1’in saglikli hiicrelerde genotoksik stres indiiklii otofajiye aracilik
ettigine isaret etmektedir. Ancak onkogenik Wipl’in aglik ya da hipoksi gibi metabolik
streslerde otofajiye aracilik edip etmedigi konusu literatiirde bir bosluk olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu ¢alismada Wip1°i asir1 ifade eden néroblastom (SH-SY5Y) ve meme kanseri
(MCF-7) hiicreleri kullanilarak hipoksi ve aglik ile metabolik stres aracili otofajide Wip1 ‘in

rolii arastirilmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Otofaji

Stres adaptif bir cevap olan otofaji, aglik, hipoksi, dogru katlanmayan protein etkisi,
yanlis ¢alisan mitokondri, ER vb. organellerin sebep oldugu stres gibi eksternal sartlar altinda
indiiklenen bir mekanizmadir. Genel olarak otofaji, hiicrede degrede edilecek kargonun
otofagozom adi verilen ¢ift zarli membran igerisine alinarak lizozoma tasinmasi ardinda
lizozom ile birleserek kargonun parcalanmasini saglayan katabolik bir mekanizmadir. (Yun ve
Lee 2018) Bu siireg, sitozolik bilesenlerin geri doniisiimiinii saglayarak 6ncii proteinlerin hiicre

icinde belirli bir seviyede tutulmasini saglamaktadir. (Parzych ve Klionsky, 2014)

Otofaji ile ilgili galigmalar 1950’11 yillara dayansa da Otofaji terimi ilk olarak 1966°te de
Duve’un lizzozom lizerine yaptigi ¢caligsmalarda aciga ¢ikmistir. (De Duve ve Wattiaux, 1966)
1974 yilinda yilinda mayalarla yapilan deneyler sonucunda otofaji caligmalari hizlanmistir.
(Edelman, 1974) 1982 yilinda Seglen’in yaptig1 calismalarda otofajinin fosfotidilinositol 3
fosfat kinaz (bu noktadan sonra PIP3K olarak bahsedilecektir.) inhibisyonu araciligiyla regiile
edilebilecegini agiga c¢ikarimustir. 1997 yilina gelindiginde, Yoshinori mayalarda otofaji ile
iligkili genleri ( bu noktadan sonra ATG olarak bahsedilecektir) agiga ¢ikarmistir. (Mamet-
Bratley ve Karska-Wysocki, 1982) Buna ek olarak, 1992 yilinda Takeshige tarafindan yapilan
bir ¢aligmada ilk defa, mayalarda besin yoksunlugunun otofaji indiiksiyonunu tetikledigini
gostererek otofajinin mayalarin sag kalimi igin gerekli bir mekanizma oldugunu agiga
cikarmistir. (Takeshige ve digerleri. 1992) Otofaji alaninda yapilan biitiin ¢alismalar zaman
icerisinde derinlik kazanarak otofajinin canlilardaki ©nemi gilin yiiziine ¢ikarilmaya

calisilmustir.

2.1.1. Otofajinin Simiflandirilmasi

Otofaji en basit sekliyle otogozom membranin olusmasi ve degrede edilmesini

icerenkatobolik bir olaydir. Olusan membran yapisinin kaynagi heniiz tam olarak bilinmese de



bu konudaki yaygin kan1 ER kaynakli olduguna isaret etmektedir. Otofagozom yapisi meydana
geldiginde, kargonun lizozoma tasinmasinda izlenilen yolaklarin farkliligindan dolayi ii¢ ana
otofaji tliri bulunmaktadir. Mikrootofaji, makrootofaji ve saperon aracili otofaji olarak
adlandirilan bu tiirlerin her birinin indiiklenme tipi, morfolojileri farklilik gosterse de biitiin
otofaji tipleri otofagozomun lizozom ile birleserek otolizozom halini almasiyla

sonug¢lanmaktadir. (Park ve digerleri, 2020)

2.1.1.1. Makrotofaji

Makrotofaji, endoplazmik retikulum koékenli membran araciligiyla degrede edilecek
materyalin  lizozoma tasmmmasim1i  ve lizozomda parcalanmasmi  hedeflemektedir
Makrootofajinin substratlari, gereksiz ve hasarli organelleri, sitozolik proteinleri icermektedir.
Degredasyonu takiben, makromolekiilleri geri doniistiirmek ve olumsuz kosullar altinda hiicre
canliligini siirdiirmek amaciyla enerji liretmek i¢in yapitaslarina ayrilan iirtinler sitozole geri

salinmaktadir. (bu noktadan sonra otofaji olarak bahsedilecektir.) (Stavoe ve Holzbaur, 2020)

2.1.1.2. Mikrotofaji

Mikrotofaji, hiicre igerisinde bulunan protein gibi kii¢iik bilesenlerin fagositoz
araciligiyla direk olarak lizozomun igerisine alinmasini ve degredasyonunu iceren
mekanizmadir. Mikrootofaji hiicrede lipit agisindan zengin kargonun degredasyon i¢in liimene
tasinmasini  saglarken aymi zamanda lizozomal yilizeydeki lipit-protein oraninin
diizenlenmesinde de gorevlidir. Bu nedenle lipit metabolizmasinda o6nemli bir rol
oynamaktadir. Buna ek olarak, mikrotofaji endositoz tarafindan olusturulan kargo parcalarini,
endozomdaki hiicre zar1 proteinlerinin yeniden diizenlenmesini de kontrol etmektedir. Dahasi
mikrotofajinin lizozoma glikojen taginmasinda da gorev aldig1 bilinmektedir. Mikrotofajinin;
organellerin  boyutunu belirlemede, membran igeriginin ayarlanmasinda, nitrojenin
sinirlandirildigr ortamlarda hiicre canliligini saglamada gorevli oldugu diistintilmektedir.
Bununla birlikte, mikrotofajinin sadece makrotofaji yerine kullanilan bir mekanizma olup

olmadigi hala tartigmalidir (Schuck, 2020)



2.1.1.3. Saperon Aracih Otofaji (CMA)

Saperon aracili otofaji, ¢oOziinebilen hiicre i¢i proteinlerin molekiiler saperonlara
baglanarak lizozoma taginmasini ve lizozomik enzimler araciligiyla degrede edilmesini iceren
mekanizmadir. CMA, KFERQ- benzeri bir pentapeptit sekansi igeren 1s1 soku proteini (HSC70;
71-kDa, ayrica HSPAS olarak da bilinir) igermektedir. CMA yolagi, lizozomla iligkili membran
proteini tip 2A (LAMP-2A) ile etkilesime girerek hedef proteinleri lizozomal membranlardan
lizozomal liimene iletmektedir. Bu nedenle, CMA vezikiiler yolaklar gerektirmedigi icin
mikrotofaji ve makrotofajiden farkli olmasina karsin memeli hiicrelerinde yapilan ¢aligmalarda
makrotofajnin baskilandigi durumlarda CMA indiiksiyonunun gergeklestigi gézlemlenmistir.
Bu durum otofaji tipleri arasinda dinamik bir akis olduguna isaret etmektedir. (Oshima ve

digerleri, 2019; Khandia ve digerleri, 2019)
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Sekil 1. Otofajinin Siiflandirilmasi

Buna ek olarak parcalanacak kargonun tipine bagli olarak se¢ici ya da secici olmayan
otofaji bicimdeki kategorizasyonlar da mevcuttur. Segici otofaji, besin miktarinin hiicre
icerisinde yeterli seviyede oldugunda meydana gelen bir otofaji tipidir. (Lamark ve Johansen,

2021) Mitokondriyel otofaji (mitofaji), (Hasnat ve digerleri, 2019) ERfaji, ribofaji, agregat



otofaji (agrefaji), (Janssen ve digerleri, 2018) peroksizom otofaji (Eun ve digerleri, 2018) vb.
tiirleri olan secici otofaji temelde dogru ¢alismayan organelleri hedeflemektedir. Bu yolakta
meydana gelen aksamanin insanlarda yaslanma, kanser, norodejenereasyon gibi c¢esitli
hastaliklara sebep oldugu bilinmektedir.(Hurley ve Young, 2017) Secici olmayan otofaji ise
genellikle aglik durumlarinda meydana gelmektedir. Hiicrede lipid, aminoasit, karbonhidrat ve
niikleotid gibi temel yapitaslarinin belirli bir seviyede kalmasini hedeflemektedir. (Takats ve
digerleri, 2019) Secici ve segici olmayan otofaji birbirinden farkli sinyaller araciligiyla
indiiklenmektedir. Baslangi¢c sinyalleri temelde farklilik gostermesine karsin otogozom
kompleksinin olusabilmesi i¢in gerekli olan faktorlerin tek bir yolak araciligi ile gerceklestigi
distintilmektedir. Hem mikro hem de makrootofaji segici veya se¢ici olmayan otofaji olarak

ayrilabilmektedir.

2.1.2. Otofajinin Molekiiler Mekanizmasi

Otofaji, substratlarin otofagozomlar olarak adlandirilan sitozolik c¢ift membranh
vezikiiller icinde degrede edildigi bir tiir katabolik siirectir. Hem morfolojik olarak hem de
otofaji yolagini olusturan ana protein bilesenleri acisindan mayadan memelilere kadar yiliksek
oranda korunmus bir mekanizmaya sahip olan otofaji mekanizmasi 4 ana basamaktan

olusmaktadir: (Raj ve digerleri, 2020)

1- [zolasyon membraninin olusmaya baslamasi

2- Niikleasyon

3- Otofagozom olusturabilmek i¢in ¢ift zarli membran yapisinin uzamasi
4- Otolizozom olusturabilmek i¢in lizozom ile birlesme

2.1.2.1. izolasyon Membranimin Olusmaya Baslamasi

Otofaji indiiksiyonu mayalarda otofagozom-oncesi yapilar (bu noktadan sonra PAS
olarak adlandirilacaktir) adi verilen noktasal yapi ile baslamaktadir. Memelilerde ise bu
basamak, omegazom adi verilen lipit fosfotidillinositol-3fosfat ( Bu noktadan sonra PI(3)P

olarak adlandirillacaktir) bakimindan zengin ER ile iligkilidir. PAS ve omegazomun



olusumundan itibaren niikleasyon olarak adlandirilan otofaji baslangi¢ komplekslerinin

aktiflestigi basamaga gec¢ilmektedir. (Axe ve digerleri 2008; Lazarus ve digerleri, 2015)
2.1.2.2. Niikleasyon

Otofaji baslangi¢ belirteglerinden biri olan otofagozom olusumu genellikle ULK
kompleksine bagimli ilerleyen bir yolaktir. Serin/treonin kinaz aktivitesine sahip olan ULKI,
12924.33 Dbolgesine lokalize olmaktadir. (Casas ve digerleri, 2004) Fosforilasyon,
iibikiitinasyon gibi post-translasyonel modifikasyonlara sahip olan ULKI1 otofaji
indiiksiyonunda 6nemli role sahiptir.
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Sekil 2. Besin yoksunlugunda otofaji indiiksiyonunun molekiiler mekanizmasi

ULK1 kinaz aktivitesi, mTORC1 ve AMPK araciligiyla regiile edilmektedir. (Losier
ve digerleri, 2019) Besin miktarinin yiiksek oldugu kosullarda, biiyiime faktorlerinden gelen
sinyaller ve besin mevcudiyeti mTORCI1 aktivasyonuna sebep olmaktadir. Aktiflesmis
mTORCI1, RAPTOR iizerinden ULK1’1 birden fazla noktadan fosforile etmektedir.(farede
Ser757/637, insanda Ser758) Bu fosforilasyon aracigiyla, ULKI1 kompleksi inaktif hale
gelmekte ve otofaji baskilanmaktadir. (Fritzen ve digerleri, 2016) Ancak besin yoksunlugu

durumunda, hiicre igerisinde enerji sensorii olarak gorev yapmakta olan AMPK, LKB1 kinazi



aracilifiyla fosforillenerek aktiflesmektedir. (Bujak ve digerleri, 2015) AMPK; hem ULKI1
proteinini Ser555, Ser 757 bolgelerinden defosfosforile hale getirmek kosuluyla direk olarak,
hem de bir mTORCI inhibitorii olan TSC2’yi Ser1345 bolgesinden fosforilleyerek mTOR
inhibisyonunun saglanmasi araciligityla dolayli olarak otofaji indiiksiyonunu saglamaktadir.
Buna ek olarak AMPK’nin, RAPTOR iizerinden mTOR inhibisyonu saglayabilmek i¢in
RAPTOR proteinini Ser792/722 bolgelerinden fosforillemek gibi farkli etki mekanizmalar1 da
bulunmaktadir. (Bach ve digerleri, 2011; Lazarus ve digerleri, 2015) AMPK-bagimli ULK1
regiilasyonu otofaji indiiksiyonu i¢in Onemli bir cevap olmasinin yaninda mitokondriyal
homeostaz, besin stresi altinda hiicre sag kalimi agisindan da 6nemli bir cevaptir. (Corona ve

Jackson, 2018; Gross ve Graef, 2020)
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Sekil 3. Otofajinin Molekiiler Mekanizmasi

Memeli hiicrelerinde otofaji indiiksiyonu i¢in aktiflesmesi gereken otofaji baslangig
kompleksi ULK1-FIP200-ATG13-ATG101 proteinlerini icermektedir. Otofaji indiiksiyonu
gerceklestiginde ilk olarak ATGI3-ULK1 stabilizasyonu saglanmaktadir. ATG13
stabilizasyonu ATG101 proteininde bulunan WF finger motifi araciligiyla saglanmasina ek
olarak hem ATGI3 hem de ATGIO0I, birbirleriyle heterodimerize olan HORMA
(Hop/Rev7/Mad2) alanlari igerir. (Joshi ve digerleri, 2016) ATG13, HORMA alanini takip eden
uzun bir IDR (intrinsically disordered region) bélgesinin C-terminal kismi, ULK1 proteinin C-
terminal EAT/tMIT alanina baglanarak ULK1-ATGI13 kompleksini meydana getirmektedir.
(Lazarus ve digerleri, 2015; Michel ve digerleri, 2015)



ATG13, HORMA alanmi takip eden uzun bir IDR (intrinsically disordered region)
bolgesinin C-terminal kismi, ULK1 proteinin C-terminal EAT/tMIT alanina baglanmasini
saglayan motifler icermektedir. Boylelikle ULK1- ATG kompleksi meydana gelmektedir.
ATG13 ve ULKI stabilizasyonunun saglanmasinda gorevli ATG101 bu stabilizasyonu WF
finger motifi ile saglamaktadir. ULK ve ATGI13 proteinin stabilizasyonu saglandiktan sonra,
hem ULK1 hem de ATGI3 proteininde bulunan LIR/AIM motifi araciligiyla LC3 ailesi
proteinlerinin etkilesimi gézlemlenmektedir .(Grasso ve digerleri, 2018) ULK kompleksinin en
son iiyesi olan FIP200, bu kompleksteki en biiyiik proteindir. ATG11 ve ATG17 adinda iki
yapisal alt birim icermektedir. ULK-ATG13 kompleksine en FIP200 proteinin de katilmasinin
ardindan ULK kompleksi aktiflesmektedir. Besin yoksunlugu durumunda otofaji
indiiksiyonunun ULK1-ATG13-FIP200-ATG101 kompleksi {iizerinden ilerledigi yapilan
calismalarla agiga ¢ikarilmistir. Buna ek olarak, ULK1 proteini Beclinl( Bu noktadan sonra
BECNI1 olarak bahsedilecektir), VPS34 gibi otofaji ile iligkili bir¢ok hedefin fosforilasyon
yoluyla aktivasyonunu indiiklemektedir. (Michel ve digerleri, 2015; Ragusa ve digerleri, 2012)
Otofaji indiiksiyonu sonucu ULK kompleksi aktiflestiginde ilk olarak ULK1 Thr180/1046 ve
Ser1042 bolgelerinden kendi kendini fosforillemektedir. Buna ek olarak kompleksin diger
tiyeleri olan Atgl13; Ser318/203 bolgesinden, FIP200; Ser943/986/1323 ve son olarak ATG101;
Ser11/203 bolgelerinden fosforillenmektedir. Boylelikle, Beclinl- ATG14L-Vps15-Vps34

kompleksi aracililigiyla fagofor olusumubu indiiklemektedir.

Otofajide niikleasyonun baslangi¢ evrelerinde énemli bir yere sahip olan BECNI,
mayalarda bulunan VPS30/Atg6 kompleksinin homologu olup VPS34 ile birleserek
otofagozom formasyonunu indiiklemektedir. ~BECNI, otofaji indiiksiyonunun yaninda
apoptoz, inflamasyon ve baska bircok yolagin regiilasyonunda merkezi bir rol oynamasindan
dolay1 birden fazla baglanma bolgesi igermektedir. (Salminen ve digerleri, 2013) Bu bdlgelerin
icerisinde BECN1’1 pozitif yonde indiikleyen UV radyasyonuna diren¢ geni olarakta bilinen
UVRAG, (UV irradiation resistance-associated gene) ATG14L/Barkor ve AMBRA1 gibi
bolgeler bulunmaktadir. UVRAG fagofor membraninin egimlenmesine yol agan ve
otofagozom-lizozom fiizyonunu hizlandiran SH3GLB1/Bif-1 (bir N-BAR alan1 proteini) ile
etkilesime girmektedir. BECN1’in pozitif diizenleyicilerine ek olarak, BCL-2, BCL-xL,
Rubicon (RUN alani ve sistein ac¢isindan zengin alan igeren, Beclin 1-etkilesimli protein), AKT
ve EGFR gibi Beclin 1/VPS34  kompleksinin  negatif diizenleyicileri  de
bulunmaktadir.(Goldsmith ve digerleri, 2014)



ULKI1 kompleksinin aktiflesmesinin ardindan, ULK1, BECN1; Ser14’ten, ATG14L;
Ser29’dan fosforillemektedir. Bu fosforillenme aracilifiyla, ATGI4L proteini, VPS34
kompleksinin lokalizasyonunun dolayisiyla fagofor c¢ekirdeklenmesinin meydana gelecegi
bolgenin yerinin belirlenmesini saglamaktadir. Buna ek olarak, BECNI fosforilasyonu
araciligiyla BECN1’de bulunan BH3 domaini ile bir trans membran proteini olan VMP1’in
ATG domaini etkilesime girmektedir.(Grasso ve digerleri, 2018) Bu durum, WIPI2B (WD
repeat domain phosphoinositide-interacting protein 2) ve DFCP1 (double FYVE containing
protein 1) gibi PI3P-baglanma proteinlerini aktiflestirmektedir. VPS34, diger bir ismi de
memeli tip III fosfotidilinositol-3 kinaz (PI3KC3), fosfotidilinositolii fosforilleyerek PI3P
iretimini indiiklemektedir. Bu fosforillenme sayesinde PI3P {iretiminde artis meydana
gelmektedir. .(Zachari ve Ganley, 2017) Ardindan PI3P, FVYE finger proteinine baglanarak
otofagozom ve endozomal membran formasyonunu indiiklemektedir. (Michel ve digerleri,

2015; Ragusa ve digerleri, 2012)

2.1.2.3. Fagofor Uzamasi

Fagofor olusumu ve uzamasi basamaklarinin molekiiler mekanizmasi heniiz tam olarak
bilinmemesine ragmen uzamanin meydana gelebilmesi icin iki temel protein kompleksinin
aktiflesmesi gerektigi diisiiniilmektedir. i1k olarak, ATG7 ve ATG10 (sirastyla E1 ve E2 benzeri
enzimler) ATG12 ve ATGS5’e konjuge olmaktadir. ATG5-ATG12 kompleksi, ATG16’ya
baglanmaktadir. ATG16L kompleksi ad1 verilen bu biiyiik multimerik kompleks yeni olusan
fagoforun uzamasi igin gereklidir. Ikinci kompleks ise, aktivasyon reaksiyonlar1 i¢in gerekli
olan ATGS proteinin C terminal ucundaki glisin bolgesinin agiga ¢ikarilmasi hedeflenmektedir.
ATG4 proteazi sayesinde meydana gelen bu siire¢ kompleksin aktiflesmesine sebep olmaktadir.
Son olarak LC3, ATG7 ve E2 benzeri olan ATG3 yoluyla lipid fosfatidiletanolamin (PE) ile
konjuge olmaktadir. Bu durum LC3’lin otofagozomal membranin hem dig hem de i¢ yiizeyine
alinimini saglamaktadir. LC3 ve diger ATGS ailesi tiyeleri, otofagozomun uglarinin birleserek
kapanmasinda énemli olan hemifilizyona aracilik edebilmektedir. (Herhaus ve digerleri, 2020)
Buna ek olarak, LC3 otofajik degradasyon i¢in kargo seciciliginde dnemli bir diizenleyicidir.
p62/SQSTMI1, NBR1, NDP52 gibi ¢esitli iibikiitin-baglanma proteinleri kargo reseptorleri
olarak adlandirilmaktadir. Bu kargo reseptorleri, otofagozomun spesifik olarak hedeflenmesi
icin gerekli olan LIR (LC3-etkilesim bolgesi) ad1 verilen iyi korunmus dogrusal bir aminoasit

motifi igerir. (Weidberg ve digerleri, 2010; Weidberg ve digerleri, 2011)



2.1.2.4. Otofagozomun Lizozom Ile Birlesmesi

Otofagozom olustuktan sonra, endozom ya da lizozom ile birleserek otofagozom
icerisindeki bilesiklerin degredasyonu gergeklesmektedir. Otofagozomun lizozoma ilerlemesi
dnein adi verilen mikrotiibiiller araciligiyla gerceklesmektedir. Otofagozomun lizozom ile
birlesebilmek icin ESCRT, SNARE'ler, 6zellikle syntaxin 17 —VPS ailesi proteinleri ve RAB7
proteinlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Lizozom ile fiizyon basamagi, otofajinin son basamagidir.
Otolizozom olustuktan sonra lizozomik enzimler araciligiyla kargo yapitaglarina ayrilmaktadir.
En yaygin otofaji inhibitérlerinden biri olan klorokin otofajinin bu son basamagini
baskilamaktadir. Lizozomun pH’imi arttirarak lizozomik enzimlerin yapisini bozmakta
boylelikle otolizozom olusumu engellenerek otofaji modiilasyonu gerceklesmektedir. (Kimura

ve digerleri, 2013)

2.2. Otofaji Regiilasyonunu Etkileyen Metabolik Stres Tipleri

2.2.1. Hipoksi Indiiklii Otofaji

Hiicrenin ¢evresindeki atmosferik basincin % 0.1-1 O2 oldugu durumlar hipoksik kosullar
olarak adlandirilmaktadir. Oksijen eksikligi halinde hipoksi ile indiiklenen faktorler (bu
noktadan sonra HIFs olarak bahsedilecektir) ailesi HIF1a, HIF2a, HIF3a ve HIF1B( ARNT
olarakta bilinir) iiyelerinden olusmaktadir. Hipoksi ile iligkili bircok yolakta HIFlo ve
HIF2o’nin HIF 1B ile niikleusta heterodimerizasyona ugradig1 gosterilirken HIF3o’nin hipoksi

ile iligkili genlerdeki rolii heniiz agiga ¢ikmamuistir. (Soni ve Padwad, 2017)

Oksijen miktarinin yiiksek oldugu bolgelerde HIF1a’nin korunmus prolin bolgelerinin
prolin hidroksilazlar tarafindan hidoksilasyonu katalizlenmektedir. Hidroksillenen HIF1a, Von
Hippel Lindau ( Bu noktadan sonra VHL olarak bahsedilecektir) ile etkilesime girmektedir. Bu
durum, HIFlo’nin ibikiitinasyonunu indiiklemekte ve ilerleyen siireclerde degredasyonu
saglanmaktadir. Oksijen miktar1 distiigiinde ise prolin hidroksilazlar i¢in oksijen
bulunmadigindan dolay1 HIFla’nin niikleer translokasyonu ve  stabilizasyonu

gerceklesmektedir. Hiicrenin niikleusuna gecen HIFla ve HIF1P heterodimerizasyona ugrar.
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Ardindan bu kompleks DNA’da bulunan hipoksi cevap bdlgesine( bu noktadan sonra HRE
olarak adlandirilacaktir) baglanmaktadir. Bu durum hedef genlerin transkibe olmasini
saglamaktadir. (Wang ve digerleri, 1995; Eales ve digerleri, 2016) HIF-1a, oksijen miktarinin
degisimine karsi hiicrenin temel diizenleyicisidir. Bu baglamda, hiicre homeostazinin
saglanmasinda rol oynayan hiicre ¢ogalmasi, apoptoz, metabolizma, genomik instabilite,
vaskiilarizasyon, invazyon ve metastaz dahil olmak iizere bir¢ok hiicresel yanitta 6nemli bir

yere sahiptir. (Wigerup ve digerleri, 2016)

Bir metabolik stres durumu olan hipoksi otofaji indiiksiyonunda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Hipoksi indiiklii otofaji; HIF1-bagimli ve HIF 1-bagimsiz olmak tizere iki temel
gruba ayrilir. HIF- bagimli otofajide HIF1’in aktivasyonu yoluyla Bcl-2/ E1B 19 kDa-
etkilesimli protein 3 ( bu noktadan sonra BNIP3 olarak bahsedilecektir) (Azad ve Gibson, 2010)
BNIP3- benzeri protein (bu noktadan sonra BNIP3L olarak bahsedilecektir) proteinlerini
aktiflestirmektedir. (Wang ve digerleri, 1995) Bu duruma ilk kanit 2007 yilinda Tracy ve
arkadaglarinin fare embriyonik fibroblastlarda (MEFs) yaptig1 deneylerle aciga cikmustir.
Hipoksik kosullara maruz birakilan MEF’lerde hipoksik kosullarin apoptotik olmayan hiicre
Olimiini tetikledigi gosterilmistir. Daha sonra yapilan deneylerde bu hiicre 6liimiiniin otofajik
oldugu belirtilmistir.(Tracy ve digerleri, 2007) Azad ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada ise
glioma ve meme kanserlerinde yapilan ¢alismalarda hipoksi indiiklii hiicre 6liimiiniin otofajik
oldugunu ayrica bu siirecin BNIP3 iizerinden indiiklendigi kanitlanmistir. (Azad ve digerleri,
2008) Daha sonra MEFs yapilan ¢aligmalarda HIF- bagimli BNIP3 ekspresyonunun mitofaji
icin gerekli oldugu gosterilmistir.(Band ve digerleri, 2009) Aktiflesen BNIP3 ve BNIP3L
proteinleri BH3- domaini i¢eren Bcl-2/Beclinl ve Bel-XL/Beclinl kompleksleri ile etkilesime
girerek Bcl-XL ve Bcel-2 proapoptotik proteinlere baglanmaktadir. Ortamda serbest hale gecen
Beclin-1 proteini otofaji indiiksiyonunu sebep olmaktadir.(Bellot ve digerleri, 2009)

Hipoksi indiiklii otofajide HIF1 her zaman rol oynamamaktadir. HIF-bagimsiz otofaji
indiiksiyonunda, hipoksi hiicrede aminoasit ve glikoz yoksunlugunu indiikleyerek otofajinin
temel diizenleyici olan mTOR yolaginin aktivasyonuna sebep olmaktadir. Hipoksi varliginda,
REDD?2 proteini lizerinden TSC1-TSC2 kompleksi aktiflesmekte ve bu durum mTORCI
modiilasyonuna sebep olmaktadir. (Jung ve digerleri, 2010) Buna ek olarak, hipoksi ile otofaji
indiiksiyonuna sebep olan bir bagka yolak ise dogru katlanmayan proteinlerin ( UPR) sebep
oldugu stres cevabidir. UPR stresi araciligiyla indiiklenen REDD?2 proteini ayn1 zamanda ER
stresi lizerinden de otofaji indiiksiyonuna sebep olmaktadir. (Sofer ve digerleri, 2005; Whitney

ve digerleri, 2009; Wolff ve digerleri, 2011)
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Hipoksi ile indiiklii otofaji calismalar1 gorece yeni ¢alisilan bir konu olmasindan dolay1
etki mekanizmasi heniiz tam olarak agiga c¢ikarilamamis olup bu durum literatiirde bosluk

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

2.3. Otofaji ve Insan Patolojileri

Degisen stres kosullarina adaptasyon ig¢in hiicrenin metabolik yolaklarin1 yeniden
diizenlemesi gerekmektedir. Metabolik degisiklige sebep olan en temel yolaklardan biri
makrotafaji yolagidir. Hiicre homeostazinda gorevli otofajinin dogru ¢alismadigr durumlarda
norodejeneratif rahatsizliklar, Tip2 diyabet ve kanser gibi ¢esitli hastaliklar meydana
gelmektedir. Ozellikle dogru calismayan proteinlerin birikimi sonucunda meydana gelen
ndrodejeneratif hastaliklar, genelllikle otofaji mekanizmasinin dogru ¢alismamasi sonucunda
indiiklenmektedir. Hastaligin  baglangi¢ evresinde dogru ¢alismayan proteinlerin
eliminasyonunda etkili bir rolii olan otofajinin, hastaligin ilerleyen evrelerinde proteinlerin
birikimi sonucunda etkisini yitirdigi goézlemlenmektedir. Asir1 birikmis olan protein
agregatlarinin yarattig1 stres sonucunda, lizozomal degredasyon hassasiyeti diismekte, protein
agregatlarinin eliminasyonu ger¢eklesememektedir. Alzheimer, (Houtman ve digerleri, 2019)
Huntington (Aron ve digerleri, 2020) ve Parkinson (Chang ve digerleri, 2017) gibi
norodejeneratif rahatsizliklarin karakteristik 6zelligi olarak bilinmekte olan ndronal 6liim,
protein agregatlarinin asir1 birikimi ile otofajik hiicre 6liimiiniin indiiksiyonu sonucunda
meydana gelmektedir. Norodejeneratif rahatsizliklara ek olarak otofajinin hiicre yaslanmasi ile
de iliskili bir mekanizma oldugu bilinmektedir. Ozellikle beyin hiicrelerinin yaglanmasi- otofaji
ekseninde yapilan ¢aligmalar, insiilin inhibisyonu ve besin sinirlandirilmasinin yaslanma karsitt
etkisi oldugunu gostermektedir. (Keller ve digerleri, 2004) Bu durum, gegcici siireyle diistik
insiilin seviyesine maruziyetin,  viicutta otofaji gibi yaslanma karsit1 hiicre tamir
mekanizmalarini indiikledigine isaret etmektedir. Biitiin bunlara ek olarak otofajinin miyopati,
(Nemazanyy ve digerleri, 2013) metabolik rahatsizliklar, (Lim ve digerleri, 2018) kanser,
(Katheder ve digerleri, 2017) immiinite rahatsizliklar1 ( Liu ve digerleri, 2019) gibi pek ¢ok
hastalikla da iliskilidir.
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Sekil 4: Otofajinin insan patolojilerine etkisi

2.3.1. Otofaji ve Kanser Iliskisi

Bir¢ok metabolik rahatsizliga ek olarak kanser calismalarinda da dnemli bir yere sahip
olan otofajinin kanser mekanizmasina etkisi heniiz tam olarak aciga ¢ikarilamamistir. Otofaji-
kanser arastirmalarinda, otofajinin hem kanser lehine hem de aleyhine ¢alistigina dair yayinlar
bulunmaktadir. Kanserin baslangic evresinde tiimorogenezi inhibe etmede etkili bir yere sahip
olan otofaji; kanserin ilerleyen evrelerinde tiimorogenezi indiiklemektedir. (Mulcahy ve

Thorburn, 2020)

Tiimor indiiklenmesinde Otofajinin Tiimor Baskilanmasinda Otofajinin
Rolii Rolii
Otofaji baskilanmasi
Proliferasyonun Bozulmasi (Fare karacigeri ile yapilan deneylerde)
(KRAS®™20 ya da BRAFVE0%F) Atg77, Becnl ¥, Atg57
l P62 birikimi T
Mitokondriyel Bozukluklar T
otorali | Oksidatif Stres
DNA Hasari
l Hiicre Olimii
P53 |
Oksidatif stres |
ER stresi | Kronik doku hasari F
Mitokondriyel aktivite T inflamasyon
Metabolizma 'f Onkojenik sinyal aktivasyonu T
Stres Toleransi T Genomik instabilite 'f
Timor Proliferasyonu Tamor Baglangici

Sekil 5: Kanserde otofajinin tiimor baskilayici ve tiimor indiikleyici roliiniin gosterilmesi

13



2.3.1.1.Tiimorogenezin Baskilanmasinda Otofajinin Rolii

Otofajinin insan kanserlerindeki rolii ile ilgili ilk yayinlar fagofor olusumunda 6nemli bir
yere sahip olan BECNI1 proteini iizerindendir. Insan meme, ovaryum ve prostat kanserlerinde
yapilan c¢aligmalarda BECN1 proteininin yeterli miktarda iiretilmedigi saptanmistir. Elde
edilen veriler sonucunda BECN1 geninin genetik haplo yetersizlige sahip oldugu i¢in yeterli
miktarda iretilemedigi agiga c¢ikmistir. Heterozigot BECNI1 fare modeli ile yapilan bir
calismada, hepatik, meme ve lenfoid neoplaziye karsi hassasiyet gelistirdigi gosterilmistir.
Yapilan bir bagka ¢alismada, endojen HER2 proteininin BECNI ile etkilesime girerek otofajiyi
inhibe ettigi ve tlimorogenezi indiikledigi gosterilmistir. Buna ek olarak, BECNIFI121A
farelerinde artmig otofaji indiiksiyonu HER2 aracili kanser ilerlemesinin modiilasyonu
saglanmistir. Bdylelikle, BECN1’in anti-tiimorojenik etkisi gosterilmistir.(Takamura ve
digerleri, 2011) UVRAG ve Bax-etkilesim faktorii-1 (bu noktadan sonra Bif-1 olarak
bahsedilecektir) proteinleri ile BECN1 etkilesiminin ototfajiyi pozitif yonde regiile ederek
tiimor baskilanmasinda etkili oldugu kanitlanmistir. Buna ek olarak UVRAG protein miktarinin
azalmasi ve Bif-1 eksikligi aracilifiyla otofagozom formasyonunda diisiis meydana gelmesi
kolon, gastrit, meme ve prostat kanserlerinde hiicre proliferasyonunu ve dolayisiyla
tiimorogenezi indiikledigi gosterilmistir. (Kung ve digerleri, 2011; Kim ve digerleri, 2008)
Buna ek olarak bu alanda yapilan klinik 6ncesi ¢caligsmalar, otofaji ile iliskili genlerin kaybinin
tiimorogenezi indiikledigini gostermektedir. Bu baglamda, Atg5’in hepatik ablasyonu, farelerde
hepatotoksisite, inflamasyon ve iyi huylu karaciger timorlerinin gelismesine yol agtigina dair
yayinlar bulunmaktadir. (Takamura ve digerleri, 2011) Biitiin bunlara ek olarak, dogru
calismayan otofajik yolaklarda otofagozomun lizozom ile birlesmemesinden dolay1 otofajik
kargo reseptorii olan p62 birikimi meydana gelmektedir Bu durum NF-kB ve Nrf2 gibi hiicre
sag kalimini, anjiyogenezi ve inflamasyonu indiikleyen yolaklari aktiflestirmektedir. (Mathew

ve digerleri, 2009; Inami ve digerleri, 2011)

2.3.1.2. Tiimorogenezin indiiklenmesinde Otofajinin Rolii

Otofaji-kanser ekseninde ¢alismalar arttik¢a kanserin baslangic evresinde, otofajiyi timor

baskilayici olarak gorev yaparken tiimoriin ilerleyen evrelerinde tiimdr lehine ¢alismaktadir. Bu
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durum temelde, ilerlemis tiimdrlerin sahip oldugu hipoksik ¢evre ya da besin yetersizligi gibi
stres kosullar1 ile iliskilendirilmektedir. Otofaji kanser hiicrelerinin bu stres kosullarina
adaptasyonunu saglayan en temel yolaklardan biridir. BECNI delesyonu araciligiyla
baskilanan otofaji kanser hiicrelerinde hiicre 6liimiinii indiiklemektedir. (White ve DiPaola,
2009) Buna ek olarak, tiimdr proliferasyonu i¢in ihtiya¢ duyulan biiylik miktardaki enerji hiicre
ici bilesenlerin otofaji yoluyla degrede edilmesiyle saglanmaktadir. Buna ek olarak, otofaji
timor hiicrelerinin  stres toleransini arttirmakta tiimo6r  hiicrelerinin  sag kalimini
indiiklemektedir. Bu baglamda yapilan deneyler sonucunda, otofaji inhibisyonunun tiimor
hiicrelerinin 6limi ile sonuglandigi kanitlanmistir. RAS mutasyonu aracigiyla indiiklenen
kanserlerde bazal otofaji seviyesinin yiiksek olmasi, otofajinin tiimor biiytimesi, sag kalim ve
onkogenezde etkili bir mekanizma oldugunu gostermektedir. Bu baglamda, tiimdr hiicrelerinde
RAS akivasyonuna bagl hiicre sag kaliminda otofajinin énemli bir role sahip oldugu agikca

goziikmektedir. ( Guo ve digerleri, 2011; Goel ve digerleri, 2015)

Anti-kanser ilaglar aracigiyla uygulanan kemoterapi timor hiicrelerinin bdliinmesini
baskilayarak hiicre oliimiinii indiiklemeyi hedeflemektedir. Ancak kemoterapi tedavilerinde
basar1 orani oldukca diisiiktiir. Bu durum, kanser hiicrelerinin kemoteragiye kars1 gelistirdikleri
direng ile aciklanmaktadir. Anti-kanser bir ilag olarak kullanilan 5-florourasil (Bu noktadan
sonra 5-FU olarak bahsedilecektir) meme, pankreas ve kolerektal kanserlerde oduk¢a yaygin
kullanilan bir ajandir. 5-FU DNA sentezinde gorevli timidil sintazi inhibe ederek DNA
sentezini baskilamaktadir. (Liang ve digerleri, 2014) Ancak bu tedavi yonteminin basar1 orani
otofaji araciliiyla kemoterapiye direng gelisiminden dolay1 oldukea diisiiktiir. Ayni etki, DNA
hasarini indiikleyerek mitokondriyel apoptoza sebep olan cisplatinde de meydana gelmektedir.
Ovaryum kanserlerinde ERK yolagi aracigiyla indiiklenen BECN1 otofaji indiiksiyonuna sebep
olmaktadir. Boylelikle kemoterapiye diren¢ kazanilarak tiimor baskilanmasi engellenmektedir.

(Guclu ve digerleri, 2018)

Biitlin bu veriler géz oniine alindiginda otofajinin, timdr adaptasyonunu ve biiyiimesini
indiiklemenin yaninda tiimdrde ilag direngligine de sebep oldugu kanitlanmistir. Bu nedenle

kanser ¢alismalarinda otofajinin hedeflenmesi 6nemli bir yere sahiptir.
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2.3.1.3. Kanserde Otofajinin Hedeflenmesi

Otofajinin kanserdeki rolii ile iligkili yayinlar otofajinin hem tiimoér baskilanmasinda hem
de tiimor indiiksiyonunda rolii oldugunu kanitlamaktadir. Otofaji modiilasyonu, kanser
terapilerinin bagar1 oranini arttirmada timit vadeden bir stratejidir. Bolim 2.3.1.2°de ayrintili
olarak bahsedildigi gibi kemoterapi aracilifiyla indiiklenen otofajinin hiicre O6liimiinii
baskiladigi, kanserli hiicrelerin sag kalimimni arttirdigi, anti-kanser ilaglara karsi direng
gelisimini indiikledigi ve hepatoselliiler karsinomlarda kok hiicre benzeri 6zelliklere sahip
hiicrelerin indiiksiyonuna sebep oldugu bilinmektedir. Bu nedenle kanser ¢alismalarinda anti-
kanser ajanlar ile birlikte otofaji inhibisyonun saglanmasinin hasta sag kalimini arttiracagi
diisiiniilmektedir. (Belounis ve digerleri, 2016) Buna paralel olarak, otofajinin genetik ya da
farmokolojik olarak inhibisyonun tiimdr biiylimesini yavagslattig1 birgok modelde gosterilmistir.
Bu baglamda, Lizozom ile otofagozom birlesmesini engelleyerek otofaji modiilasyonunda
gorevli CQ ve hidroksi klorokinin ( bu noktadan sonra HCQ olarak adlandirilacaktir)
uygulanmasinin, mesane kanseri ve pankreatik adenokarsinomlarda kanser hiicre biiylimesini
baskiladig: klinik oncesi calismalarla gosterilmistir. Ek olarak, kolerektal kanser hiicrelerine
CQ muamelesinin apoptoz indiiksiyonunu arttirdigi gosterilmistir. (Rangwala ve digerleri,
2014) HCQ’nun suda ¢oziinebilen analogu olan Lys05 en yeni lizozotropik ajandir. Yapilan
melanoma ve kolon kanseri zenograf modelleri ile yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar
Lys05’in HCQ’dan daha ytiksek anti-kanser etkisi oldugunu agiga ¢ikarmistir. Buna ek olarak,
yapilan bir in vivo ¢aligmada, Lys05’in BRAF inhibitorii ile kombin olarak kullanildiginda
kanser inhibisyonunda olduke¢a etkili oldugu gosterilmistir. (Cechakova ve digerleri, 2019)
Biitiin bunlara ek olarak, siif III PI3Kinaz kompleksinin eliminasyonunda gorevli Spautin-1,
(Schott ve digerleri, 2018) otofagozomal uzamada gorev olan Vpsl8 ve Vps34’iin
inhibisyonunda goérevli SAR405, otofajinin genel diizenleyicilerinden olan mTOR
baskilamasinda gorevli rapamisin gibi inhibitorler de kanser tedavilerinde 6nemli bir yere

sahiptir.

Bu baglamda kanser ¢alismalarinda otofajinin hedeflenmesi umut vadeden bir
yaklasimdir. Ancak otofaji mekanizmasinda gorevli biitiin elemanlarin aciga ¢ikarilamamis
olmasi bu alanda yapilan c¢alismalar1 smirlandirmaktadir. Otofaji  mekanizmasinin
aydinlatilmas1 kanser ¢alismalarinda daha etkili olabilecek inhibitorlerin kesfedilmesine olanak

saglayacagi gibi hali hazirda varolan inhibitrlerin kanser c¢alismalarindaki etkinligi
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arttirtlabilir. Biitiin bunlar g6z 6niine alindiginda, kanser ¢aligmalarinda otofaji inhibisyonunun

onemli bir yer tuttugu acikca goéziikkmektedir.

2.4. Wipl fosfataz

PP2C ailesinin serin/treonin fosfatazlari, hiicre stres tepki yollarinin evrimsel olarak
korunmus negatif diizenleyicileridir. Korunmus bir N terminal fosfataz alanindan ve katalitik
olmayan C-terminal kismindan olusan monomerik enzimler olarak islev gormektedirler.
Protein fosfataz 2C delta izoformu, bazal seviyelerde eksprese edilmektedir. Protein fosfataz
2C delta izoformu ekspresyonu, hiicrelerin p53'e bagimli bir sekilde genotoksik strese maruz
kalmasindan sonra kuvvetli bir sekilde indiiklenmektedir. Yabanil tip p53 ile indiiklenen
protein 1 (Bu noktadan sonra WIP1 olarak adlandirilacaktir) DNA hasar cevabi ile birlikte
aktifleserek p53’iin negatif regiilasyonunu saglamakta gorevli bir fosfatazdir.(Pechackova ve

digerleri, 2017)

DNA hasar cevabi ¢esitli stres cevaplari ile aktiflesen PI3-kinaz benzeri protein ailesiyle
indiiklenmektedir. Cift zincir kiriklarinda S1981 bdlgesinden otofosforilasyonunu saglayarak
aktif forma gegen ATM ile tek zincir kiriklarinda S482 bolgesinden otofosforilasyona
ugrayarak aktif forma gecen ATR, CHK1’1 S317 ve S345 bolgelerinden CHK?2’yi ise Thr68
bolgesinden fosforilleyerek aktiflestirmektedir. Bu durum DNA hasar cevabinda merkezi bir
transkripsiyonel hedef olan p53 aktivasyonunu indiiklemektedir. Aktif forma gecen p53 gelen
sinyale bagl olarak kisa zamanli hiicre dongiisii tutuklanmasi, otofaji, senesens, apoptoz gibi
birbirinden farkli yolaklar1 aktif hale getirmektedir. (Blackford ve Jackson, 2017) WIP1 DNA
hasar cevabini sonlandirmak i¢in p53’ii direk olarak Ser15’ten defosforile ederek inaktif hale
getirmektedir. Buna ek olarak, dolayl1 yollardan da p53 inaktivasyonunu saglayabilmek adina;
Chk1 Ser345 bolgesinden, ATM Ser1981 ve S367 bolgelerinden, Chk2 Thr 68 bolgesinden
defosforile hale getirmektedir. (Boutelle ve Attardi, 2021)

Apoptozun ve senesesin ana diizenleyicisi olan p53°tin, DDR proteinlerinin
etkisizlestirilmesini takiben Wipl aracili inhibisyonun apoptozu ve senesensi baskiladigi
dolayistyla hiicre sag kalimini indiikledigi bilinmektedir.(Lowe ve digerleri, 2012) Bu nedenle
meme, kolon gibi solid tiimorlerde etkin bir rol oynayan Wipl, P53 modiilasyonu iizerinden
tiimorogenezi indiiklemektedir. Gen ismi PPM1D olarak bilinen Wipl meme kanserlerinin

yaklasik %]11inde asir1 eksprese edilen bir onkogendir. PPMI1D ekspresyonu sadece meme
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degil pankreas, kolon ovaryum gibi pek ¢ok kanser tipinde ekspresyonu artmistir. Bu nedenle
kanser caligmalarinda PPM1D geninin baskilanmasi kanser ¢aligmalarinda yeni bir perspektif
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu baglamda PPM1D modiilasyonunda gérevli M321237, SL-
176, GSK2830371 gibi bir¢cok inhibitdr kanser caligmalarinda kullanilmaktadir. (Deng ve
digerleri, 2020)

WIP1 fosfatazin p53 baskilamasi araciligiyla apoptoz inhibisyonuna ve hiicre sag
kalimina sebep oldugu bilinirken Wip1’in otofajideki rolii literatiirde belirsizligini koruyan bir
konudur. Ozellikle otofaji baslangic kompleksinde ihtiya¢ duyulan ULK defosforilasyonunda
WIP1 fosfatazin rolii agiga ¢ikarilmis degildir. 2016” da Torii ve ark. Saglikli hiicre hatlarinda
genotoksik stres aracilifiyla indiiklenen otofajide ULK defosforilasyonunu Wipl araciligiyla
indiiklediginin gosterilmesi bu alanda yapilan ilk ve tek calismadir. Literatiirde biiyiik bir

bosluk olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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2.5. Calismanin Yapilmasinin Amaci

Bir Ser/Thr fosfataz olan PPM1D/Wipl, normal hiicrelerde genotoksik stresle p53’e
bagli olarak indiiklenen DNA hasar1 cevabinda merkezi rolii olan anahtar faktorlerden biridir.
Wipl’in insan kanserlerinin bir¢ogunda (meme, ovaryum, pakreatik, noéroendokrin,
medulloblastoma, nodroblastoma, kolon karsinoma, NHL, non-hodgkin’s lymphoma)
reglilasyonunun bozuldugu, amplifiye oldugu ve asir1 ifade edildigi goriilmektedir.
Regiilasyonu bozulan ve asir1 ekspresse edilen Wipl’in ATM/ATR aracili DNA hasari
cevabini, DNA tamirini, hiicre dongiisii kontrol noktalarini, apoptozis, ve hiicresel senesens
gibi global hiicresel stres cevaplarini negatif yonde regiile etmektedir. Wipl diger 6nemli bir

hiicresel cevap olan otofajiyi ise tesvik etmektedir.

Otofaji hiicre i¢cinde dogru ¢alismayan organeller, yanlis katlanmig proteinler gibi ¢esitli
stres faktorlerine karsi lizozomla birleserek enzimler vasitasiyla parcalanmay1 ve parcalanan
materyallerin tekrar kullanilmasini saglayan bir mekanizmadir. Otofaji dogru ¢aligmayan
organellerin degredasyonu aracilifiyla aktiflesebilecegi gibi aglik ve oksijen yoksunlugu gibi
metabolik stres faktorleri ile de etkinlesebilmektedir. Tiimorogenezin erken evrelerinde otofaji
tiimor baskilayici bir mekanizma iken ilerleyen siireclerde tiimor hayatta kalimi ve metastazin

artmasinda gorevli oldugu gosterilmektedir.

Yapilan son ¢aligmalar otofaji siirecinin modiilasyonu, ve otofajinin hedeflenmesinin
anti-kanser tedavilerinin gelistirilmesi i¢in umut verici olduguna isaret etmektedir. Bu
baglamda 6zellikle kanserlerde onkogenik Wip1-otofaji iligkisinin arastirilmasi daha da 6nem
kazanmaktadir. Normal hiicrelerde DNA hasariyla aktiflesen Wipl otofajinin aktivasyonunda
onemli bir protein olan ULKI1’i defosforile ederek DNA hasarina cevaben otofaji
aktivasyonunu tesvik etmektedir. Kanserlerde ise herhangi bir genotoksik stres olmaksizin
zaten aktif halde bulunan Wip’in otofajiyi tesvik edip etmedigi bilinmemektedir. Ozellikle
metabolik stres indiiklii otofajinin bir tiirli olan besin yoksunluguyla indiiklii otofaji, ULK1’in
defosforile olmasiyla aktiflesen bir mekanizmadir. Bu mekanizmayla aktiflesen otofaji yolagi
net bir sekilde karakterize edilmisken bu yolagin aktivasyonunda Wip1’in rolii olup olmadig:

heniiz arastirilmamis bir konu olmay1 siirdiirmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Cahsmada Kullanilan Hiicre Dizisi

Tez caligmasi boyunca, ATCC tarafindan ticari olarak {iiretilmis meme kanseri hiicre

hatt1 olan MCF-7 ve noroblastoma olan SH- SY5Y kullanilmustir.

3.1.2. Calismada Kullanilan Besiyeri ve Kimyasallar

Tablo 1. Caligmalarda kullanilan kimyasallarin ve besiyerinin listesi

Uriin Firma

Proteaz Inhibitér Cocktail

Sodyum Hidroksit SIGMA-ALDRICH
DMEM-HA Gibco

HBSS Gibco

Fetal Bovin Serum Gibco

Penisilin Streptomisin MultiCell

Tris-base AppliChem
Glycine ChemCruz®
Sodyum Dodesil Siilfat BioShop®

Sodyum Kloriir SIGMA-ALDRICH
Potasyum Kloriir SIGMA-ALDRICH
Etilendiamin Tetraasetik Asit (EDTA) SIGMA®
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Gliserol BioShop

Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline (DPBS), SIGMA®
Merkaptoetanol SIGMA®
Magnezyum Kloriir SIGMA

Amonyum Persiilfat SIGMA

Bromfenol Blue SIGMA-ALDRICH
Tween 20 SIGMA-ALDRICH
Skim Milk Fluka®

Bowin Serum Albumin ChemCruz

Sodyum Deoksikolat SIGMA-ALDRICH
Sodyum Ortovanadat SIGMA-ALDRICH

3.1.3. Cahismada Kullanilan Antikorlar

Tablo 2. Calismalarda kullanilan antikorlarin listesi

Uriin Firma

LC3 /Il ProteinTech

P62 ProteinTech

ULK, p-ULK( Ser555) Cell Signaling

ULK, p-ULK( Ser757) Cell Signaling

ULK, T-ULK Cell Signaling

Wipl SantaCruz

HIF-1a BD Transduction Laboratories
GAPDH Proteintech

Anti-mouse I1gG Proteintech

Anti-rabbit IgG Proteintech




3.1.4. Cahismada Kullanilan Malzemeler

Tablo 3. Calismalarda kullanilan malzemelerin listesi

Uriin Firma

751ik Steril Flask SARSTEDT

1,5 mI’lik Eppendorf AXYGEN

15 mI’lik Steril Falkon Greiner

50 ml’lik Steril Falkon Greiner

1,8 ml’lik Steril Dondurma Tiipii Thermo Scientific
12 Kuyucuklu Steril Plate Corning

24 Kuyucuklu Steril Plate Corning

48 Kuyucuklu Steril Plate Corning

96 Kuyucuklu Steril Plate Corning
20cm’lik steril petri Grainer

10cm’lik Steril Petri SARSTEDT

5 ml’lik Steril Tek Kullanimlik Pipet SARSTEDT

10 mI’lik Steril Tek Kullanimlik Pipet SARSTEDT

25 ml’lik Steril Tek Kullanimlik Pipet SARSTEDT
PVDF Membran Bio-Rad

75°1ik Steril Flask SARSTEDT
Filtre Kagid1 Macherey- Nagel

3.1.5. Kullanilan Kitler

Tablo 4. Calismalarda kullanilan kitlerin listesi

Uriin Firma

BCA Assay Kit TaKaRa




Annexin V Muse Kit Muse

3.1.6. Kullanilan Cihazlar ve Aletler

Tablo 5. Calismalarda kullanilan cihazlar ve aletlerin listesi

Uriin Firma

Inkiibator NUAIRE

Muse Hiicre Analiz Cihazi Muse

S1vi Azot Tanki MRC

Goriintiileme Cihazi Chemidoc-It> 510 Imager

Gli¢ Kaynagi Thermo

Vorteks Iso-Lab

pH Metre Hanna Instruments

Sogutmali Mikro Santrifiij Eppendorf

Kriyo-Dondurucu Kap Nalgene

Spektrofotometre Thermo
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3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalar

Tablo 6. Calismada kullanilan hiicrenin 6zellikleri ve tipi

Kullamlan Hiicre Tipleri ve Ozellikleri
Hiicre Adi MCF-7 SH-SYSY
ATCC Kodu HTB 22™ CRL-2266
Biiyiime Ozelligi Adherent Adherent ve Siispanse
Organizma Homo sapiens Homo sapiens
Hiicre Tipi Epitelyal Epitelyal
Doku Meme Salg1 Bezi Kemik Tligi
Hastalk Adenokarsinom Noroblastoma

Calisma boyunca kullanilan MCF-7 ve SH-SYS5Y hiicre hatlari %89 DMEM-HA
besiyeri ortaminda %10 Fetal Bovine Serum (FBS) ve % 1 Penisilin-Streptomisin ile kiiltiire
edilmistir. Hiicreler yukarida ifade edildigi bicimde tamamlanmis DMEM-HA besiyeri ve % 5
CO2 igeren 37°C 1s1l1 inkiibatdr araciligr ile kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin ¢ogaltilmas1 75 cm?
flasklar ile saglanmistir. Flaskin hiicre yogunlugu %70’e ulasinca hiicreler ATCC’de belirtilen
oranlarda ( MCF7 igin 2-6 aras1; SH-SYSY igin 4-10 aras1) haftada 2-3 kez pasajlanmustir.

3.2.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

MCF-7 hiicreleri kullanilan flask yiizeyinin %70’ine ulastiginda 2-6 araliginda
pasajlanmistir. SH-SY5Y hiicrelerinde ise hiicre yogunlugu 1x10%’ya ulastiginda 4-10 arasinda
pasajlanmistir. Pasajlama isleminde ilk olarak kullanilmis besi yeri ortamdan uzaklastirilmistir.
Daha sonra hiicreler 1X PBS ile yikanmali ve PBS ortamdan uzaklastirilmigtir. 1X Tripsin-
EDTA soliisyonu eklenerek hiicreler inkibatorde bekletilmistir. Kullanilan hiicre tipine gore

inkiibatorde bekleme siiresi degismekle beraber MCF-7 igin bu stire 4-5 dakika iken SH-SY5Y
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icin bu silire 2-3 dakika araligindadir. Daha sonra Tripsin-EDTA soliisyonun aktivasyonunu
durdurmak ve hiicreleri kaldirabilmek adina tamamlanmis DMEM-HA besi yeri ile pipetaj

yapilmistir. Bu basamaktan sonra hiicreler istenilen oranda bdoliinmiistiir ve dondurularak

saklanmistir..

3.2.3. Hiicrelerin Dondurulup Saklanma islemi Dondurma Besiyeri Icerigi

Dondurma besi yeri igerigi: %42 DMEM- HA (complete medium)
%50 Fetal Bovin Serum (FBS)
%8 DMSO

Deneylerin devamliliginin saglanabilmesi i¢in kiiltiirde bulunan saglikli hiicrelerin bir
kismi dondurularak sivi azotta saklanmistir. Bu islem i¢in boliim 3.2.2°de 1X Tripsin-EDTA
sollisyonu ile kaldirilan hiicrelerin {izerine eklenen tamamlanmis DMEM-HA besiyerinin
uzaklastirilabilmesi i¢in hiicreler steril falkona alinmistir. Ardindan 1300 rpm, 4°C’de, 5 dakika
boyunca santrifilij edilmistir. Siipernatant uzaklastirilmistir. Ardindan pelet dondurma besi yeri
ile slispanse hale getirilmistir. Bu basamaktan sonra, dondurma tiiplerine 1’er ml olacak sekilde
eklenmistir. Dondurma tiipii -80°C’de Mr. Frostie’de bir gece muhafaza edilmektedir. Daha

sonra dondurma tiipii s1v1 azot tankina alinarak -196°C’de saklanmugtir.

3.2.4. Hiicrelerin Cozdiiriiliip Kullanilmasi

S1v1 azotta stoklanmis olan hiicreler 37 °C’lik su banyosunda hizlica ¢ozdiiriilmiistiir.
Coziilmiis olan hiicreler 15 ml’ lik steril falkona aktarilmistir. Uzerine 2ml tamamlanmis
DMEM-HA besiyeri ilave edilerek 1300rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra
siipernatant kismi uzaklastirilmistir. Uzerine tamamlanmis DMEM-HA besiyeri eklenerek
hiicreler slispanse hale getirilmistir. Siispanse haldeki hiicrelerin bir kismi hiicre sayimi igin
ayrilmistir. Yapilan sayimdan sonra hiicre yogunluguna bagli olarak uygun boyuttaki flaska

ekim islemi gerceklestirilmistir.
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3.2.5. Hiicrelerin Sayim Yontemi

Hiicre kiiltiiri ¢alismalarinda gerek yeni agilan hiicrelerin canlilifina bakilabilmesi
gerek yapilan deneylerin optimizasyonunun saglanabilmesi i¢in hiicre saymmi yapilmaktadir.
Kiiltlir ortamindaki hiicrelerin 6lii ve canli oranlarinin belirlenmesi igin hiicre siispansiyonu ve
tripan mavisi 1:1 (v:v) oraninda birbirine karistirilmistir. Daha sonra karisimdan 10ul alinarak
Neubauer lamima mikro pipet yardimiyla aktarilmistir. Neubauer lami 151k mikroskobunda
goriintiilenmektedir. Canli hiicreler seffaf goriiniirken, 6lii hiicreler ise tripan mavisinin hiicre
icine girmesinden dolay1 koyu mavi goriilmektedir. 4 ayr1 biiylik kare igerisine diigen hiicrelerin
sayimmi yapildiktan sonra bu sayilarin ortalamalar1 alinmistir. Bu islemin ardindan ortalama
deger diliisyon faktorii ve 10* sabiti carpilarak 1 ml’de ne kadar canli hiicre oldugu

bulunmustur. Olii va canli hiicre sayis1 birbirine oranlanarak canlilik yiizdesi bulunmustur.

3.2.6. ilac Stoklarin Hazirlanmasi

Klorokin (CQ), ilk olarak sitma karsit1 bir ajan olarak {iretilmis olup siire¢ igerisinde
otofajiyi diizenlemedeki rolii kesfedilmistir. Bir otofaji inhibitdrii olarak kullanilan CQ,
lizozom ve ¢evresinde protonlanarak lizozomun pH’n1 arttirmaktadir. Bu durumda lizozomik
enzimler calisgamamaktadir. Bdylelikle CQ, otofajinin son basamagi olan otolizozom
olusumunu otofagozom ile lizozomun birlesmesini engelleyerek inhibe etmektedir. Buna ek
olarak, otofaji inhibisyonunda sik¢a kullanilan bir ajan olan CQ’nun pankreas ve meme gibi
cesitli kanser tiirlerinde apoptozu indiikledigine dair yayinlar bulunmaktadir. (Jia, Xue et al.

2018)

Wip1’in spesifik antagonisti olan GSK2830371, Gilmartin ve Ark. Tarafindan 2014
yilinda kesfedilmis bir molekiildiir. Wip1 iizerindeki RRA (Wu ve ark, 2018) VA peptidine
spesifik olarak baglandigi bilinmektedir. Buna ek olarak, GSK2830371 iibikiitin bagiml1t Wip1
degredasyonuna sebep oldugu icin Wipl’i protein seviyesinde inhibe etmektesine karsin

mRNA seviyesinde bir degisiklik olmamaktadir.

Tez ¢alismasinda kullanilan klorokin ve GSK2830371 ticari olarak temin edilmistir.
GSK2830371 konsantrasyonu 100mM olacak sekilde DMSO’da ¢oziilerek -20°de 1 ay kadar

saklanacak sekilde stoklanmistir. Ancak klorokinin ¢6zgen maddesi su oldugu i¢in kullanilan
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ajanin tazeligini koruyabilmesi agisindan stok hazirlanmamis olup her denemede taze olarak

hazirlanmustir.

3.2.7. Hiicrelerin Inkiibasyon Kosullarinin Hazirlanmasi

Hipoksi indiiklii otofajinin varhi§i ve yoklugunun kanser hiicrelerindeki etkilerinin
gozlemlenebilmesi i¢in MCF-7 ve SH-SYS5Y hiicre hatlar1 normoksik ve hipoksik ortamlarda
inkiibe edilmistir. Hiicrelerin inkiibe edildigi normoksik kosullar %20 oksijen, %5 COz2 ve %90
nem oranini icermektedir. Hipoksik kosullar ise yaklasik %1 oksijen, %5 CO2 ve %90 nem
oranini i¢cermektedir. Bu kosullar modiiler inkibator chamber ile saglanmaktadir. Hipoksik
kosulunun saglanabilmesi i¢in hiicreleri chamber’a yerlestirmeden chamber tabanina distile su
ile 1slatilmig pegete konulmaktadir. Hiicrelerin bu pegetenin iistiine yerlestirilmesinin ardindan
chamber kapatilmaktadir. Kapatilan chamberin ucunda iki hortumunda kapagi agilarak yaklasik
10 dakika %95’lik N ve %5’lik CO2 karisim gaz muamelesi baslamaktadir. 10 dakikanin
sonunda gaz c¢ikis hortumu kapatilarak 2-3 dakika chamber karisim gaza maruz birakilir.

Ardindan gaz giris hortumu da kapatilarak hipoksik ortam hazir hale getirilmektedir.

Aclik ortaminin hazirlanabilmesi igin ise ticari olarak temin edilen kalsiyum ve
magnezyumlu 1x HBSS kullanilmaktadir. Tamamlanmis besiyeri uzaklastirilmig hiicreler 1x

PBS ile yikandiktan sonra hiicreler belirlenen siirelerde HBSS ile muamele edilmistir.

3.2.8. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalarinin ve Sonrasinda Yapilacak Olan Analizlerin

Hazirlanisi

Yapilan calismada, MCF-7 ve SH-SYS5Y hiicre hatlar1 iki farkli metabolik stres ile
muamele edilmistir. Buna ek olarak, iki farkli metabolik stres tipinde de hiicre hatlar1; otofaji
inhibitorii olan Klorokin ve Wip1 inhibitorii olan GSK2830371 muamele edilmistir. Yapilan 6n
denemeler ve literatiir aragtirmalar1 g6z 6niine alindiginda otofaji indiiksiyonu i¢in gerekli olan
hipoksik kosullar hem MCF-7 hem de SH-SYS5Y hiicre hatlar1 i¢in 24 saat olarak belirlenmistir.
Ayni bigimde aglik ile indiiklenen otofaji kosullari; MCF-7 i¢in 8 saat, SH-SYS5Y igin ise 4 saat
olarak belirlenmistir. Buna ek olarak yapilan denemeler ve literatiir taramalarinin sonunda

MCF-7 ve SH-SY5Y hiicre hatlarinda klorokin ve GSK2830371 dozlar1 belirlenmistir. Dozlarin
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ve siirelerin belirlenmesinin ardindan MTT, Annexin V, western blot analizi, immiinflorasan,

immiinpresipitasyon, koloni formasyonu teknikleri uygulanmustur.

3.2.8.1. MCF-7 ve SH-SY5Y Hiicre Hatlarinda Otofaji Indiiksiyonun Hazirlamsi

Calismalarda kullanilan steril sarf malzemeler c¢alismanin tiiriine gore degisiklik
gostermektedir. Annexin V analizi i¢in 48 kuyucuklu plaklarda, MCF-7 i¢in her kuyucukta
Iml icerisinde 1x10*, SH-SY5Y icin ise 1x105 hiicre olacak sekilde ayarlanmaktadir. Western
blot analizleri i¢in; 10cm’lik petride 6ml igerisinde 1x10° hiicre, immiingdktiirme ydntemi icin
ise 20cm’lik petride 1x10'? hiicre olacak sekilde hazirlanmistir. Koloni formasyonu deneyi i¢in
ise 12 kuyucuklu plaklarda her bir kuyucukta 2x 10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmalidir.
LC3 A/B immiinfloresan boyamasi i¢in 48 kuyucuklu plaklara 25x10°, vakuol boyamas i¢in

ise 12 kuyucuklu plaklara 3x10* hiicre ekilmelidir.

Yapilan ¢calismada, normoksik ve hipoksik kosullar altinda hiicreler 24 saat muamele
edilmistir. Normoksik ve hipoksik kosullar i¢in optimize edilen gruplar her bir hiicre hatt1 i¢in

asagidaki gibidir;

MCF-7 i¢in;
1. Kontrol
2. Dmso
3. CQ (10 uM)

4. GSK2830371 (5 uM)

SH-SYS5Y icin;

1. Kontrol
2. Dmso
3. CQ 10 uM)

4. GSK2830371 (1 pM)
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DMSO bu g¢alismada GSK2830371’nin ¢oziiclii kontrol grubu olarak kullanilmigtir.
DMSO ¢6ziicli miktari, gruplar arasinda son konsantrasyonu en yiiksek olan GSK2830371
grubu baz alinarak hesaplanmistir. Yukarida belirtilen konsantrasyonlar stok ila¢ ¢ozeltisi
icerisinden besiyeri ile seyreltilerek hiicrelere verilmektedir. Hiicreler normoksik ve hipoksik

ortamlarda 37 °C’de 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Yapilan calismada, aglik kosullar1 altinda hiicreler MCF-7 i¢in 8 saat, SH-SYS5Y i¢in
ise 4 saat muamele edilmistir. Aclik kosullar1 i¢in optimize edilen gruplar her bir hiicre hatt1
icin asagidaki gibidir.

MCF-7 igin;

1. Kontrol
2. Dmso
3. CQ (10 uM)

4. GSK2830371 (5 M)

5. HBSS
6. HBSS+CQ
7. HBSS+ GSK

SH-SYSY icin;

1. Kontrol
2. Dmso
3. CQ 10 uM)

4. GSK2830371 (5 uM)

5. HBSS
6. HBSS+ CQ
7. HBSS+ GSK

Immiin ¢oktiirme (IP) yontemi igin aglik indiiksiyonunda MCF-7 ve SH-SY5Y icin

belirlenen gruplar:
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1. Kontrol

2. CQ

3. HBSS olarak belirlenmistir.

Hipoksi indiiklii otofaji i¢in belirlenen IP gruplar:

Normoksi;

1. Kontrol

2. CQ

Hipoksi;
1. Kontrol

2. CQ Olarak belirlenmistir.

3.2.8.2. MCF-7 ve SH-SYS5Y hiicre hatlarinda MTT Analizi

MTT (3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) analizi, metabolik
aktivite 6l¢en kolorimektrik, non-radyoaktif, spektrofotometrik bir analizdir. Canli hiicrelerde
bulunan mitokondriyel siiksinat dehidrojenaz enzimi araciligi ile tetrazollium tuzlarinin
formazona doniismesi ile sari renkli MTT boyast mora donmektedir. Bu doniisiim

spektrofotometrede 500-600 nanometre araliginda Slgiilerek yapilmaktadir.

MCF-7 ve SH-SYSY hiicre hatlarinda, GSK2830371 (GSK) ve Klorokin (CQ)’in
normoksik, hipoksik ve aglik kosullarina verdigi yanit gézlemlenmistir. Bu test ile GSK ve
CQ’nun ilgili siire ve konsantrasyonlarda metabolik aktivite iizerine etkileri belirlenmistir. 96
kuyucuklu steril plaklarda her bir deney grubu i¢in ayri ayr1 tiger kuyucuk belirlenmistir. Her
bir kuyucuga 100pl tamamlanmus besiyeri icerisinde MCF-7 i¢in 8x103SH-SY5Y i¢in ise 9x10°
hiicre aktarilmistir. Aclik indiiklii otofaji i¢in hiicreler boliim 3.2.8.1. de bahsedildigi sekilde
ilgili gruplar tamamlanmig besiyeri ve HBSS ile muamele edilmistir. MCF-7 i¢in 8 saat, SH-
SYSY i¢in ise 4 saat 37 °C’de aglik indiiksiyonu saglanmistir. Siire sonunda 10ul MTT
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soliisyonu eklenerek 37°C’de %5 CO?2 igeren ortamda 4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan kristalleri ¢6zmek i¢in her bir kuyucuga 100ul DMSO eklenerek kristallerin
coziilmesini kolaylagtirmak adina plate calkalayicida 2 dakika en yiiksek hizda ¢alkalanmistir.

Ardindan 6rnekler 570nm dalga boyunda spektrofometrede 6lgiilmiistiir.

Hipoksi indiiklii otofaji icin ise hiicreler boliim 3.2.8.1. de bahsedildigi sekilde
hazirlanmistir. 96 kuyucuklu steril plaklara hiicre ekimi yapildiktan sonra gruplar hipoksik ve
normoksik kosullarda 37 °C’de 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmiglardir. Siire sonunda
her bir kuyucuga 10 pul MTT soliisyonu eklenmis ve hiicreler tekrar ilgili kosullara yaklagsik
olarak 4 saat maruz birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan kristalleri ¢ézmek igin her bir
kuyucuga 100ul DMSO eklenmistir. Kristallerin ¢oziilmesini kolaylastirmak adina plate
calkalayicida 2 dakika en yiiksek hizda calkalanmistir. Ardindan 6rnekler spektrofometrede
570nm dalga boyunda &lgiilmiistiir. Olgiilen absorbans degerleri % Canlilik = (AiLac X100 /
AxontroL) formiiliine gore hesaplanmistir. Bu degerler daha sonra ‘Origin 2019b’ progranu
aracihiftyla grafige aktarilarak degerlendirilmistir. (AiLac: Ilag uygulanan grubun absorbans

degeri, AkontroL: Kontrol grubunun absorbans degeri)

3.2.8.3. Annexin V apoptozis testi

Hiicre sitozolik kisiminda bulunan fosfotidilserin, apoptotik hale gelen hiicrelerde ¢ift
zarli membran yapisinin ekstraselliiler kismina dogru flip-flop hareketi yapmaktadir. Annexin
V testi ise ekstraselliiler kisma lokalize olan fosfotidilserinlere baglanarak apoptotik hiicre
sayisini belirlemeye yarayan bir uygulamadir. Apoptotik ve saglikl hiicrelerin kantitatif analizi

muse hiicre analizorii kullanilarak gergeklestirilmektedir.

Boliim 3.2.8.1.’de anlatildig1 tizere HBSS ve hipoksi ile hiicreler belirtilen siirelerde
muamele edildikten sonra ( MCF-7; HBSS ile 8 saat, hipoksi ile 24 saat/ SH-SY5Y; HBSS ile
4 saat, hipoksi ile 24 saat) hiicrelerin iizerlerindeki besi yerleri ependorflara toplanir. Hiicreler
1X PBS ile yikanir ve PBS uzaklastirilir. Her kuyucuga 100ul 1X tripsin eklenerek 37°C’de 3
dakika inkiibe edilir. Ependorflara ayrilmis besi yerleri araciligi ile tripsin aktivitesine son
verilerek, hiicreler kaldirilir ve ependorflara toplanir. Epedorflara toplanan hiicreler 300xg’de
santrifiij edilir. Santriflij sonrasi siipernatanttan 100 ul kalacak sekilde pellete dokunmadan
alinir. Her bir 6rnegin iizerine 100 pl ‘Annexin V’ soliisyonundan eklendikten sonra pelletler

pipetaj yardimiyla yavasca siispanse edilir. Oda sicakliginda ve karanlikta 20 dakika inkiibe
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edildikten sonra muse hiicre analiz cihazinda 6l¢iimii yapildi. Ol¢iim sonucunda elde edilen
degerler daha sonra ‘Origin 2019b’ programi araciligiyla istatistik analizleri yapilmis ve grafige

aktarilarak degerlendirilmistir.

3.2.8.4 Western Blot analizi icin yapilan ¢alismalar

3.2.8.4.1. Protein izolasyonu

Western blot analizi i¢in Bolim 3.2.8.1°de belirtildigi gibi hazirlanarak belirlenen
stirelerde ( MCF-7; HBSS ile 8 saat, hipoksi ile 24 saat/ SH-SYS5Y; HBSS ile 4 saat, hipoksi ile
24 saat) inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonunda besiyeri ortamdan uzaklastirilmstir.
Ardindan hiicreler 1X PBS ile 1 kez yikanmis ve PBS uzaklastirilmistir. Petrilerin her birine
150ul olacak sekilde RIPA lizis tamponundan eklenmistir. Buz iizerine alman petriler 5 dakika
orbital ¢alkalayicida sallanmistir. Daha sonra petri iizerindeki hiicreler scraperla kazinarak
eppendorflara toplanmistir. Ardindan ependorflar, 4°C’de 450 rpm’de 45 dakika boyunca
orbital calkalayici lizerinde ¢alkalanmistir. Son basamakta ise 6rnekler 4°C’de 13500 rpm’de
45 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijii takiben ¢oken DNA pipet yardimiyla ortamdan

uzaklastirilmistir. Béylece protein izolasyonu tamamlanmais olur.

Protein izolasyonu i¢in kullanilan RIPA lizis bufer igerigi asagida verilmistir.

RIPA Lizis Buffer Icerigi (100 ml Stok Icin): 5 ml Tris-HCI (50Mm, pH: 7,4), 0,876 ml NaCl
(150mM), 0,2 ml EDTA (1mM), 0,1 g SDS, 0,5 g Sodyum deoksikolat, 1 ml NP40

Kullanmadan 6nce stok igerisinden 12ml bir falkona almir. Igersine 120 pl 100mM

Na3VOa4ve yarim tablet proteaz inhibitdr kokteyl eklenerek kullanima hazir hale getirilir.
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3.2.8.4.2. Protein Miktar Tayini

Protein izolasyonu yapilanmorneklerin total protein miktarinin belirlenmesi igin
TaKaRa BCA Protein Assay Kit kullanilmistir. Bu kit igerisinde bulunan BSA standart olarak
kullanilmak iizere pg/ml degerleri sirasiyla 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 50 ve 0

olacak sekilde seyreltilerek distile su igerisinde hazirlanmistir.

Miktar tayini yapilacagi zaman 96 kuyucuklu plate icerisinde iki tekrar seklinde her bir
standarttan 20 pl eklenir. Ardindan miktar1 belirlemek i¢in 6rnekler 1:10 diliisyonu yapilarak
iki tekrar seklinde 20 pl eklenir. Kor olarak ise protein izolasyonu RiPA lizis tamponu icerisinde
yapildig1 i¢in ayni1 sekilde o da 6rnek gibi 1:10 diliisyonundan 20 pl alinarak iki tekrar seklide
eklenir. Kit igerisinde bulunan A ve B soliisyonundan miktar1 6rnek sayisina bagli olarak 100:1
oraninda karistirilir. Her bir standart, 6rnek ve koriin iizerine 200 pl eklenerek etiiv igersinde

20 dakika 37 °C’de inkiibe edilir. Ardindan plate 562nm’de spektrofotometrede 6l¢limii yapilir.

Yapilan 6l¢iimiin ardindan o6rnekler 150 pg olacak sekilde hesaplanir. Ardindan
ependorflarin igerisindeki 6rneklere 6X loading dye ilave edilir. Daha sonra 6rnekler 95 °C’de

5 dakika inkiibe edilir bu sayede proteinlerin denatiirasyonu saglanmis olur.

6X Loading Dye (10 ml) :3,75 ml 1M Tris-HCI (pH: 6,8), 5 ml Gliserol+H20 ( 4:1), 1 g SDS,
900 pul Merkaptoetanol, % 0,06 Bromfenol blue, Distile su

3.2.8.4.3. Western Blot analizi

SDS-PAGE (SDS- Poliakrilamid Gel) elektroforezi elektrik akimi araciligi ile proteinler
molekiil agirliklarina gore ayirmaktadir. Camlar temizlendikten sonra stand tizerine yerlestirilir.
Izopropanol ile sizint1 yapip yapmadig1 kontrol edildikten sonra, bakilacak proteinin molekiil
agirhigr baz alinarak hazirlanan ayirict jel dokiliir. Jel kiriklari olusmasin diye alt jel
dokiildiikten sonra izopropanol eklenerek 20-30 dakika oda sicakliginda polimerlesme
reaksiyonunun meydana gelmesi beklenir. Ardindan iist jel Tablo 7’deki gibi hazirlanir.
Izopropanol dikkatli bir sekilde uzaklastirildiktan sonra, iist jel dokiiliir. Dokiilmesinin hemen

ardindan hizli bir bigimde camlar arasina taraklar yerlestirilir ve iist jel polimerizasyonu i¢in

beklenir.

33



Tablo 7. Paketleyici ve ayirici jelin igerigi ve miktarlar

Bilesenler 2X Paketleyici Jel  2X Ayirici jel konsantrasyonlari
%3 %8 %10 %15
Distile su 2,862 ml 6,230 ml 5,55 ml 4.8 ml
Upper Buffer 1,134 ml - - -
Lower Buffer - 4,5 ml 4,5 ml 4,5 ml
%40 Akrilamid/bisakrilamid 0,450 ml 3,6 ml 4,5 ml 6,75 ml
%10 SDS 45 ul 180 pl 180 pl 180 pl
Gliserol - 2,5ml 2,5ml 2.5ml
TEMED 5,6 ul 22,5 ul 22,5 ul 22,5 ul
%40 APS 4,5 ul 9ul 9ul 9ul

Jeller hazir olduktan sonra yiiriitme islemine gecilir. Camlar kasetlere dikkatli bir
bigimde yerlestirilir. Dikey jel elektroforezine yerlestirilen kasetlerin ardindan, 1X Running
Buffer eklenir ve taraklar dikkatli bir bigimde c¢ikarilir. Ardindan 6rneklerin kuyucuklara
yiiklenmesi basamagina gecilir. Boliim 3.2.8.4.2°de hesaplandig: sekilde 6rnekler kuyucuklara
yiiklenir. Tankin kapagi kapatilarak yiiriitme basamagma gegilir. Ornekler stacking jelden
seperating jele gelene kadar 90 voltta 40 dakika seperating jelde ise 120 voltta 100 dakika
yuritilir.

Molekiil agirliklarima gore jelde ayrilmis olarak bulunan proteinler daha sonra
nitroseliiloz veya polivinilidin difluorid (PVDF) membrana transfer edilmektedir. Blotlama
olarak adlandirilan bu basamak yar1 kuru ( semi-dry) blotlama metodu ile yapilmis olup bu
basamagin sonunda proteinler membrana aktarilmis olur. Yiiriitme isleminin sonunda kasetler
dikkatli bir bicimde tanktan ¢ikarilir. 9 cm eni 7 cm boyu olacak sekilde kesilen PVDF
membran 5 dk aktiflesmesi i¢in %100 metanollii ortamda bekletilir. Bu sirada blotlama
kagitlarindan 1lcm eni 15cm boyu olacak sekilde 12 adet kesilir. 6’sar 6’sar ayrilan bu
kagitlar %20 metanollii towbin buffer ile 1slatilir ve blotlama kasedine yerlestirilir. Aktiflesen
membran nemli blotlama kagitlarinin {izerine yerlestirilir. Ardindan kasetten ve camdan
ayrilmis olan ayristirict jel membranin iizerine diiz olacak sekilde yerlestirilir. Kalan 6 nemli

blotlama kagidi da jelin iizerine, jeli oynatmayacak sekilde yerlestirildikten sonra blotlama
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kasedi dikkatli bir bicimde kapatilir. Blotlama isleminin siiresi jel konsantrasyonuna gore
artmakla birlikte, %15’lik jel i¢in 0,4A° akim ve 25V’da 41 dakika, %8-10’luk jel i¢in ise 0,4A°
akim ve 25V’da 37 dakika olarak belirlenmistir.

Blotlama isleminin ardindan, membranda primer antikorlarin non-spesifik bolgelere
baglanarak kirlilik yaratmamasin1 saglamak adina membran oda sicakliginda, orbital
calkalayicida %6 yagsiz siit ile muamele edilir. Bu basamak bloklama olarak
adlandirilmaktadir. Primer antikor muamelesinden dnce, membran 2 dk 1X TBS-T soliisyonu

ile orbital calkalayicida yikanarak yagsiz siit kalintilar1 ortamdan uzaklagtirilir.

Tablo 8. Kullanilan primer antikorlar ve diliisyon katsayilar

Antikor Diliisyon Orani

p-ULK (Ser555) 1:1000
p-ULK (Ser757) 1:1000
HIF-1a 1:1000
T-ULK 1:1000
Wipl 1:500

LC3 /11 1:1000
GAPDH 1:10000
P62 1:2000

LC3 A/B, p62, WIPI, p-ULK (Ser555), p-ULK (Ser757), HIF1a, T-ULK ve internal
kontrol olarak GAPDH antikorlar1 primer antikor olarak kullanilmigtir. Primer antikor %5 BSA
ile Tablo 8’ de belirtilen oranlarda seyreltildikten sonra membran 16 saat +4°C’de orbital
calkalayicida sallanir. 16 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda primer antikor uzaklagtirilir.

Membran oda sicakliginda 3 kez 5’er dakika 1X TBS-T ile orbital ¢alkalayicida sallanir.

Primer antikor muamelesinin ardindan, membran sekonder antikor ile 1 saat oda
sicakliginda orbital ¢alkalayicida sallanir. Sekonder antikor diliisyonu % 6’lik yagsiz siit ile
Tablo 9’ da gosterildigi gibidir. Sekonder uzaklastirildiktan sonra membran oda sicakliginda 3
kez 5’er dakika 1X TBS-T ile orbital ¢alkalayicida sallanir. Yeni 1X TBS-T eklendikten sonra

membran goriintillenmesi basamagina ge¢ilir. Membran lizerine 1:1 oraninda eklenen ECL
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sollisyonu ile membran 5 dakika kadar karanlikta inkiibe edilir. Ardindan ChemiDoc-ItR2

Imager (UVP) cihazi ile goriintiilenir.

Tablo 9. Kullanilan sekonder antikorlar ve diliisyon katsayilar

Antikor Diliisyon
Anti-Mouse IgG-HRP 1:2000
Anti-Rabbit I[gG-HRP 1:2000

Western Blot i¢in kullanilan tamponlar ve soliisyonlar agsagida belirtildigi gibidir.

Lower Buffer (500 ml): 91 g Tris-base, 20 ml %10’luk SDS, 14 ml HCI (6N) iizeri 500ml’ye

tamamlanacak sekilde distile su eklenir ve pH’1 8,8’¢ ayarlanir.
%40 Amonyum persiilfat: 0,4 g APS, 1 ml Distile su

TOWBIN Transfer Buffer (800 ml): 3.03 g Tris-base, 14,4 g Glycin, 5 ml %10’luk SDS,
Distile su (pH: 8,1-8,5) Not: Blotlama isleminden 6nce %20 metanol ilave edilmektedir.

10X Running Buffer (1L): 30 g Tris-base, 144 g Glisin, 15 g SDS, Distile su (pH: 8,6)

Upper Buffer (500 ml): 30,5 g Tris-base, 20 ml %10’luk SDS, 30 ml HCI1 (6N) {izeri 500ml’ye

tamamlanacak sekilde distile su eklenir ve pH’1 6,7’e ayarlanur.

1X Running Buffer (1L): 100 ml 10X Runnig Buffer, 900 ml Distile su (pH: 8,6)
10X TBS (1L): 30,2 g Tris-base, 43,8 g NaCl, 932 mg KCl

1X TBS-t (1L) :100 ml 10X TBS, 900 ml Distile su, 1 ml Tween 20

%6’ lik Siit Tozu (Skim Milk) Soliisyonu: 20 ml 1X TBS-t, 1,2 g Skim Milk
%5’lik Bovin Serum Albiimin (BSA) Soliisyonu: 10 ml 1X TBS-t, 0,5 g BSA

PBS: 8 g NaCl, 1.43 g of N2HPO4:2H20, 0.2 g of KCI, 0.2 g KH2POs4, distile su ile 1L’ye

tamamlanir ve pH: 7,5 olacak sekilde ayarlanir.
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3.2.8.5. Immiin Coktiirme Teknigi ile Ilgili Yapilan Cahismalar

Boliim 3.2.8.1°de bahsedildigi gibi hiicreler 20 cm’lik petrilere ekilmistir. Hipoksi ile
hiicreler 24 saat, HBSS ile MCF-7 6 saat, SH-SY5Y 4 saat muamele edilmistir. Ilag siiresinin
bitiminden 1 giin once beatler antikorla muamele edilmelidir. Bu nedenle Ilag siiresinin
bitimininden bir giin 6nce her bir IP grubu icin 20’ser pl beat pipet ucu kesilerek ependorflara

alinir.

3.2.8.5.1. Beat- Antikor Etkilesiminin Saglanmasi

Her bir ependorfun iizerine 1000 pl 1X PBS konur. 5200 rpm’de 1 dakika santrifiij
yapilir ve beatlere dokunmadan silipernatant ependorftan uzaklastirllir.  Daha sonra
ependorflarm iizerine 1000 pl RIPA konulur ve 5200 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilir.
Siipernatant ortamdan uzaklastirilir. 1000 pl RIPA (+) konulur 5200 rpm’de 1 dakika santrifiij
yapilir.

Santrifiijiin sonunda ependorflarda 300 pul RIPA (+) kalacak sekilde birakilir ve {izerine
7,5 ul Wipl antikoru eklenir. Ependorflarin kapaklar1 parafilmle sikica kapatildiktan sonra 16

saat +4°C’de rotatorde inkiibe edilir.

3.2.8.5.2. Beat- Antikor Karisiminin Proteinlerle Etkilesiminin Saglanmasi

Belirlenen stirelerde ilag muamelesinin tamamlanmasinin ardindan bolim 3.2.8.4.1°de
belirtildigi sekilde protein izolasyonu yapilir. Ardindan boliim 3.2.8.4.2°de belirtildigi gibi
protein miktar tayini ile 2mg’a denk gelecek protein miktar1 hesaplanir. Hesaplanan miktar
kadar1 baska bir ependorfa alinarak etiketlenir. Yapilan hesaplamada 2 mg’a denk gelecek
protein miktar1 300 pl’den az ise 300 pl’ye kadar RIPA (+) ile tamamlanmalidir. Rotatdrde
donmekte olan bead/antikor karisimi boliim 3.2.8.5.1°de belirtildigi gibi 1’er dakikalik
yikamalara geg¢ilir. Yikamalarin ardindan protein lizat1 beat/antikor karisimi ile birlestirilir.
Ependorflarin kapaklari parafilmle sikica kapatildiktan sonra 16 saat +4°C’de rotatorde inkiibe

edilir.
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RIPA Lizis Buffer icerigi boliim 3.2.8.4.1°de belirtildigi gibidir. Ancak proteaz inhibitor
ve NaVOs eklenmemis halidir. RIPA (+) buffer ise RIPA lizis buffera proteaz inhibitdr
eklenmis halidir. ( Her 10 ml RIPA lizis buffer i¢in 100 ul proteaz inhibitér konulur.)

3.2.8.5.3. Western Blot Teknigi ile Etkilesimin Gézlemlenmesi

Rotatérde donmekte olan ependorflar alinarak Boliim 3.2.8.5.1°de belirtildigi sekilde seri
yikamalara maruz birakilir. Son yikama olan RIPA(+)’tan sonra ependorflarda 10 pl kalana
kadar siipernatant ¢ekilir ve 10 pl 6X loading dye eklenir. Daha sonra 6rnekler 95 °C’de 5
dakika inkiibe edilir bu sayede proteinlerin denatiirasyonu saglanmis olur. Boliim 3.2.8.4°te

belirtilen western blot protokolil uygulanarak protein etkilesimleri gézlemlenir.

3.2.8.6. Immiinfloresan Boyama ile ilgili Calismalar

Bolim 3.2.8.1°’de belirtildigi sekilde hiicreler ekilmis ve belirtilen siirelerde ve
konsantrasyonlarda ilag muamelesi yapilmistir. Siirenin sonunda hiicrelerin lizerineki besi yeri
ortamdan uzaklastirilir. Kuyucuklar 1X PBS ile yikanir. Ardindan hiicrelerin fiksasyonu
icin %100’lik soguk metanol ile hiicreler -20°C’de 5 dakika inkiibe edilir. Siirenin sonunda
metanol ortamdan uzaklastirilir. Hiicreler 1 X PBS ile yikanir. Ardindan bloklama basamagi i¢in
1X PBS’te ¢oziilmils %2’lik BSA soliisyonu hazirlanir. Kuyucuklarin iizerlerini kaplayacak
kadar BSA soliisyonu eklenerek oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilir. Ardindan LC3 immiin
floresan boyas1 1 X PBS’te ¢oziilmiis %1°lik BSA © da 200:1 oraninda diliie edilmistir. Ardindan
her bir kuyucuga 50 pl antikor konulduktan sonra 16 saat +4°C’de inkiibe edilir. Ertesi giin
antikor ortamdan uzaklastirilir. Hiicreler 1X PBS ile 3 kez yikanmustir. Bu basamagin ardindan
DAPI boyamasina ge¢ilmistir. (dH20 ile 1:2000 diliisyon yapilmistir.) Kuyucuklarin tizerlerini
kaplayacak kadar DAPI konulduktan sonra oda sicakliginda karanlikta 5 dakika inkiibe

edilmigtir. Ardindan DAPI ortamdan uzaklastirilir. Floresan Mikroskopta goriintii alinmstir.
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3.2.8.7. Kolonojenik Assay ile ilgili Yapilan Calismalar

Kolonojenik assay tek bir hiicrenin koloni olusturabilme kabiliyetini 6lgen bir tekniktir.
En az 50 hiicreyi kapsayan topluluklar koloni olarak adlandirilmaktadir. Olusan koloni
miktarinin biiylikligl ve sikligina bakilarak deney sonladirilmalidir. Yanlis sonu¢ almamak
icin deney baslangicinda belirlenen hiicre sayisinin hiicre tipine gore degismekle birlikte
10.000- 20.000 araliginda olmasina dikkat edilmelidir. Daha az hiicre ekilmesi hiicrelerin
biitime performansini etkilerken fazla hiicre ekimi koloni olusumunun gézlemlenmesine engel

olmaktadir.

3.2.8.1°de bahsedildigi gibi 12 kuyucuklu plaklara ekilen hiicreler HBSS ve hipoksik
ortama belirtilen siirelerde maruz birakilmistir. Ilag siiresinin sonuna gelindiginde besi yeri
ortamdan uzaklastirilir. Taze besi yeri ortama eklenir. Bu islem her iki giinde bir tekrarlanir.
Her bir koloni en az 50 hiicre i¢erdiginde deney sonlandirilmalidir. Bu siire¢ hiicre tipine ve
ekilen hiicre sayisina gore degismekle birlikte yaklasik 10-15 giin araliginda degismektedir.
10-15 giinliin ardindan koloni boyamasina gecilir. Hiicrelerin iizerlerindeki besi yeri
uzaklastirilir. Hiicrelerin lizerlerini kaplayacak kadar %100 soguk metanol eklenir. Hiicreler -
20°C’de 15 dakika fikse edilir. Bu sirada %20 metanol igeren soliisyona %0,5 gr crystal violet
eklenerek boyama soliisyonu elde edilir. 15 dakikalik fiksasyonun ardindan hiicrelerin
iizerlerindeki metanol ortamdan uzaklastirilir. Uzerlerini kaplayacak kadar boyama soliisyonu
eklendikten sonra oda sicakliginda hiicrelerin boyanmasi i¢in inkiibe edilir. Yaklasik 10-15
dakikanin ardindan kuyucuklar distile su ile birka¢ defa yikanir. Boylelikle ortamda bulunan
boyama soliisyonunun fazlasi uzaklastirilmig olur. 12 kuyucuklu plaka kurumaya birakilir.

Ardindan olusan kolonilerin goriintiillenmesi kolaylagsin diye ters gevrilerek goriintiilenir.

3.2.8.8. Grafiklerin Hazirlamsi ve Istatistiksel Analizlerin Belirlenmesi

Grafikler birbirinden bagimsiz 3 tekrardan olusan Ol¢iim sonuglarinin ortalamalar
alinarak ‘Origin 2019b’ programiyla hazirlanmistir. Verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde
ise; gruplar arasinda ki anlamli farkliliklar ‘One-Way ANOVA’ kullanilarak belirlenmis olup

p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. MCF-7 ve SH-SY5Y Hiicrelerinde Otofaji indiiksiyonu

4.1.1. MCF-7 ve SH-SY5Y Hiicrelerinde Besin Yoksunlugu ile Otofaji Indiiksiyonu

Metabolik stres indiiklii otofaji, aminoasit yoksunlugu, total besin yoksuklugu, serum
yoksunlugu gibi farkli stres kosullarinda indiiklenebilmektedir. Glikoz ve biiyiime faktorlerinin
bulundugu hiicre besiyerinin HBSS/ EBSS gibi soliisyonlarla yer degistirmesi sonucu meydana
gelen total besin yoksunlugu, aclik indiiklii otofaji calismalarinda en sik kullanilan
yontemlerden biridir. Buna ek olarak, otofaji indiiksiyonu deneylerinin klorokin veya Baf A1l
gibi otofaji inhibitorleri ile kurulmasi son derece biiyiik bir 6neme sahiptir. (Cocco ve digerleri,
2020) Bazi hiicre tiplerinde goriilen agregat egilimli proteinlerin ekspresyonundaki artis
otofajinin Onemli bir belirteci olan LC3 nokta yapisiyla inkorpore olarak otofajinin
indiiklendigini gosteren yanlis bir sinyal meydana getirmektedir. Dolayisiyla bu durumun
online gegmek i¢in otofaji deneylerinde bir otofaji inhibitorii olan klorokin varliginda
gerceklestirilmesi gerekmektedir. Klorokin 6zellikle otofagozom ve lizozomun birlesmesini
engelleyerek otofaji inhibisyonu saglayan bir kimyasal inhibitordiir. Literatiirde yaygin sekilde
otofaji inhibitorii olarak bir¢cok ¢alismada kullanilmistir. (Yoshii ve Mizushima, 2017) Buna ek
olarak, DNA hasar cevabinda 6nemli bir yere sahip olan p53’iin inhibitdri Wipl fosfatazin
otofajiye olan etkileri tezin temel sorularindan biridir. Literatiirde yaygin sekilde Wipl
inhibitori olarak kullanilan kiigiik allostorik inhibitér GSK2830371 (GSK) bu calismada da
kullanilmistir. GSK konsantrasyonu yapilan literatiir analizi ve denemeler ile SH-SYSY i¢in
1uM, MCF-7 i¢in SuM olarak belirlenmis olup kullanilan GSK dozunun Wip1 inhibisyonunda
etkili oldugu western blot ( bu noktadan sonra WB olarak bahsedilecektir) analizi ile Sekil 6 ve

7’de gosterilmistir.
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SH-SYSY ve MCF-7 hiicre hatlarinda aglik indiiklii otofaji varligit HBSS ile saglanmustir.
Yapilan litaratiir taramalar1 ve optimizasyon sonucunda MCF-7 hiicrelerinde biiyiime
besiyerinin uzaklagtirilmasi ve yerine HBSS eklenerek 8 saatlik inkiibasyonu ile otofaji
indiiksiyonu saglanirken ayni yontemle SH-SY5Y i¢in 4 saatlik HBSS inkiibasyonunun yeterli
oldugu belirlenmistir. Otofajik akis, otofaji kargo reseptorii olan p62(SQSTM1) gibi LC3I-I1
ile etkilesime giren ve Lys63-ubikitillenmis proteinlere baglanarak bunlarin otofajik
degradasyona hedeflenmesini saglayan spesifik otofajik substratlarin degradasyonunun

gosterilmesine ek olarak LC3 I/IT doniisiimii ile gosterilmistir.

Sekil 6’da SH-SYS5Y i¢in Sekil 7°de ise MCF-7 hiicre hatt1 i¢in otofaji indiiksiyonu
LC3I/II dontistimii ve p62 degredasyonu i¢cin WB analizi ile gosterilmistir. Yapilan literatiir
analizi ve optimizasyon ¢aligmalar1 sonucunda her iki hiicre hatti i¢in de inhibisyonu saglayacak
klorokin konsantrasyonu 10uM olarak belirlenmistir. Klorokin varhiginda otofaji

inhibisyonunun gerceklestigi p62 birikimi ve LC3 I/Il doniigiimiiniin WB analizi ile test

edilmistir.( Sekil 6 ve 7)

Hem MCF-7 hem de SH-SY5Y hiicre hatlarinda tek basina ve HBSS+ GSK kombinasyon
grubunda hem p62 akiimiilasyonunu hem de LC3I/II doniisiimiinii indiiklendigi agikca

goriilmektedir (Sekil 6 ve 7).

SH-5Y5Y kDa
Lc3 i/ 14-16
p62 62
Wipl 64
GAPDH

37
Dmso - + - - - - -
Klorokin (CQ) - - + - - + -
G5K2830371 - - - + - - +
HBSS - - - - + + ¥

Sekil 6. SH-SYS5Y hiicre hattinda besin yoksunlugu araciligi ile otofaji varliginin WB analizi
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MCF-7 kDa

LC3 I/l 14-16

pE2 | — o 62
wipt | T — .. 64
CAPEN | s e < e . . 31

Dmso - + - - - - -
Klerokin (CQ) - - + - - +

G5K2830371 - - - + - - +
HBSS - - - - + + +

Sekil 7. MCF-7 hiicre hattinda besin yoksunlugu aracilig1 ile otofaji indiikksiyonunun WB

analizi

Yapilan western blot analizi ile her iki hiicre hatti i¢in de; belirlenen HBSS
muamalesinin aglik indiikli otofajiyi tetikledigi, kullanilan CQ konsantrasyonunun otofaji
inhibisyonu icin yeterli oldugu ve kullanilan GSK konsantrasyonunun Wipl’i baskilamada

etkili oldugu gosterilmistir.

4.1.1.1. MCF-7 ve SH-SY5Y Hiicre Hatlarinda Besin Yoksunlugu fle Otofaji

Indiiksiyonunda LC3 Punkta Olusumu Formasyonu

Boliim 4.1.1°de uygulanan WB analizine ek olarak, otofaji varligini isaret eden bir baska
temel belirte¢ olan LC3 nokta olusumu immiinfloresan yontemi ile gosterilmistir. Sekil 8’de
SH-SYS5Y hiicre hattinda besin yoksunlugu araciligiyla LC3 punkta olusumugosterilmistir. LC3
I/IT punkta olusumunun kontrole kiyasla HBSS, CQ ve HBSS+CQ gruplarinda daha yiiksek
oldugu gozlemlenmistir. Tek basina GSK uygulamasimin yapildig1r grupla kontrol arasinda
farklilik gézlemlenmemesine karsin HBSS+GSK grubu ile HBSS grubu kiyaslandiginda LC3

I/II sinyalinde azalma meydana geldigi gdzlemlenmistir.
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SH-SY5Y

Kontrol Dmso cQ GSK

LC3 1/l

DAPI

LC3 1/l

DAPI

HBSS HBSS+CQ HBSS+GSK

Sekil 8. SH-SY5Y hiicre hattinda besin yoksunlugu aracilig ile otofaji indiiksiyonunda LC3

punkta olusumu

Sekil 9°de MCF-7 hiicre hattinda HBSS uygulamasinin LC3 punkta formasyonuna olan
etkileri gosterilmistir. MCF-7 hiicre hattinda LC3 doniigsiimiiniin kontrole kiyasla HBSS, CQ ve
HBSS+CQ gruplarinda daha ytiksek oldugu gozlemlenmistir. Kontrole kiyasla GSK grubunda
LC3 I/II nokta formasyonunda artis gozlemlenmezken HBSS+GSK grubu ile HBSS grubu

kiyaslandiginda LC3 sinyalinde azalma meydana geldigi gozlemlenmistir.
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MCF-7

Kontrol Dmso cQ GSK

Lc3 1/

DAPI

LC3 I/l

DAPI

HBSS HBSS+CQ HBSS+GSK

Sekil 9. MCF-7 hiicre hattinda besin yoksunlugu aracilig ile otofaji indiiksiyonunda LC3

punkta olusumu
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4.1.1.2. MCF-7 ve SH-SY5Y Hiicre Hatlarinda Besin Yoksunlugu fle Otofajinin Hiicre
Canhihigina Olan Etkileri

MCF-7 ve SH-SYS5Y hiicre hatlar ile ilgili yapilan literatiir analizi sonucunda belirlenen

siire ve konsantrasyonlarin hiicre canliligina olan etkileri MTT analizi ile 6l¢lilmiistiir.

SH-5Y5Y
100
80
x
&
O 60
o
o
:jj:
40
xR
20
0
Dmso - + - - - - -
Klorokin (CQ) - - + - - + -
GS5K2830371 - - - + - - +
HBSS - - - - + + +

Sekil 10. SH-SYSY hiicre hattinda besin yoksunlugu aracilig1 ile otofaji indiiksiyonunun hiicre

canliligina etkisi

SH-SYS5Y hiicrelerinde otofaji indiiksiyonunun canlilifa etkileri ise Sekil 10’da
histogram grafigi ile gosterilmis olup elde edilen veriler incelendiginde HBSS, CQ, GSK

uygulamalarinin hiicre canliligini etkilemedigi gézlemlenmistir.
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Dmso - + - - - - -
Klorokin (CQ) - - + - - + -
G5K2820371 - - - + - - +
HBSS - - - - + + +

Sekil 11. MCF-7 hiicre hattinda besin yoksunlugu araciligi ile indiiklenen otofajinin hiicre

canliligina etkisi

MCEF-7 hiicrelerinde otofaji indiiksiyonunun canliliga etkileri ise Sekil 11°de histogram
grafigi ile gosterilmis olup elde edilen veriler incelendiginde HBSS, CQ, GSK uygulamalarinin

hiicre canliligini etkilemedigi gozlemlenmistir.

4.1.1.3. MCF-7 ve SH-SY5Y Hiicre Hatlarinda Besin Yoksunlugu fle Otofajinin Hiicre
Oliimiine Etkileri

Besin yoksunlugu ile saglanan otofaji indiiksiyonunun hiicre oliimiine yol agip
acmadigininarastirilmasi icin Annexin V/7 AAD apoptoz testi uygulanmistir. Annexin V/
7AAD, erken ve gec apopototik Oliimii gostermesinin yaninda nekrotik Oliimiin tespit
edilmesinde kullanilan yaygin bir yontemdir. Her iki hiicre hattinda uygulanan HBSS
muamelesinin ( MCF-7 i¢in 8 saat, SH-SYS5Y i¢in 4 saat) GSK ve CQ ile tek basina ya da

kombin uygulamalarindan sonra Annexin V/7AAD testi uygulanmaistir.
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Erken ya da gec apoptoz miktarlari total 6lim miktar1 olarak hesaplanmigstir. Bagimsiz
tekrarlardan olusan veriler grafige Origin programi araciligiyla aktarilmistir. Tek yonlii Varyans

analizi araciliiyla ( One-way ANOVA) verilerin istatistiksel analizi yapilmistir.

SH-S5Y5Y B 4H
a0 =
40
5 30
Q
T
o
= 20 4
=
10
ey e |
Dmso - + - - - - }
dorokin (cQ) - - + - - + ]
G5K2830371 - - - + - - +
HBSS - - - - + + +

Sekil 12. SH-SYS5Y hiicrelerinde besin yoksunlugu araciligi ile otofaji varliginda total

apoptozis grafigi

SH-SYS5Y hiicre hattinda kontrolde total apoptoz miktar1 % 2.55, DMSQO’da % 4, HBSS
grubunda ise % 1,9 olarakol¢iilmiistiir. 4 saat CQ (10 uM) uygulamasinda total apoptoz %
1.55, HBSS+ CQ kombin grubunda ise % 1.20 olarak gosterilmistir. Buna ek olarak, 4 saat
GSK (1 uM) tek basina % 5,7, HBSS+GSK kombin grubunda ise % 4.75 total apoptoz
gosterilmistir. Uygulanan Annexin V/7AAD testinin apoptoz histogram profili Sekil 6’da
gosterilmistir. (Sekil 12).
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MCF-7 - 8H
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40
E
= 30
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=]
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=
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0
Dmso - + - - - - -
Klorokin (CQ) - - + - - + -
GSK2830371 - - - + - - +
HBSS - - - - + + +

Sekil 13. MCF-7 hiicre hattinda besin yoksunlugu aracilig1 ile otofaji varliginda total apoptoz

grafigi

MCF-7 hiicre hattinda; kontrol grubunda total apoptozis % 11.35, DMSO grubunda %
11.85, HBSS grubunda ise %14,1 olarak 6l¢iilmiistiir. 8 saat CQ (10 pM) uygulamasinda total
Oliimiin % 11,1, HBSS+CQ kombin grubunda ise % 13.45 oldugu gosterilmistir. 8 saat GSK (5
uM) uygulamasinda ise total 6liim % 11.4, HBSS+GSK kombin grubunda ise % 12 olarak
Ol¢iilmiigtlir.. Uygulanan Annexin V/7AAD testinin apoptoz histogram profili Sekil 14’de
gosterilmistir. MCF-7 ve SH-SY5Y hiicre hatlarinda uygulanan apoptoz testi sonucunda HBSS,

CQ ya da GSK muamelesinin apoptoz indiiksiyonunu saglamadigi gosterilmistir.
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Sekil 14. Sekil 12 ve 13’da grafigi verilen MCF-7 ve SH-SY5Y hiicrelerinin Annexin V/7AAD

sonuglarinin apoptoz profilleri
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4.1.2. MCF-7 ve SH-SY5Y Hiicre Hatlarinda Hipoksi ile Otofaji indiiksiyonu

Otofaji indiiksiyonu i¢in bir bagka metabolik stres kaynagiolan hipoksi muamelesi siiresi
yapilan literatiir analizi ve optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda her iki hiicre hatt1 i¢in 24 saat
olarak belirlenmistir. Buna ek olarak LC3 I/Il agregat olusumunda otofajiye ait olmayan
sinyellerin elimine edilebilmesi i¢in kullanilan otofaji inhibitorii CQ konsantrasyonu her iki
hiicre hattinda da 10 pM olarak belirlenmistir. Wip1 inhibitérii olan GSK’nin konsantrasyonu
ise, SH-SY5Y i¢in 1 uM, MCF-7 i¢in 5 uM olarak belirlenmistir.

Otofaji varligt LC3 I/II donilisimii ve p62 degredasyonu ile gozlemlenmektedir. Bu
baglamda Sekil 15 ve 16’ da goriilsiigii iizerehipoksik gruplarda normoksik gruplara kiyasla
artan LC3 I/Il doniisiimii ve p62 degredasyonu WB analizi ile saptanmistir. Boylelikle
belirlenen hipoksi muamelesinin otofaji indiiksiyonu saglamada yeterli oldugu WB analizi ile

dogrulanmustir.

SH-SY5Y

LC3 I/1

p62

Wip1

GAPDH

Hipoksi - - - - + + + +
Dmso - + - - - + - -

Klorokin (CQ) - - + - - - + -

!

1

1
-+

'

1

1
+

G5K2830371

Sekil 15. SH-SYSY hiicre hattinda hipoksi araciligi ile otofaji varligt WB analizi.
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Buna ek olarak, kullanilan CQ konsantrasyonunun otofaji inhibisyonununda yeterli
oldugu hipoksik kosullarda p62°nin birikimi ile gosterilmistir. Kullanilan GSK
konsantrasyonunun Wip1’i baskilamada yeterli oldugu her iki hiicre hatt1 i¢in gosterilmistir

(Sekil 15 ve 16 )

MCF7

' BN L . - "
LC3 1/1l - . & N

p62

GAPDH ..-- “ -

Hipoksi - - - - + + + +
Dmso, - + - - - + - -

Klorokin (CQ) - - + - - - + -
G5K2330371 - - - + - - - +

Sekil 16. MCF-7 hiicre hattinda hipoksi aracilig1 ile otofaji indiiksiyonu WB analizi

4.1.2.1. MCF-7 Ve SH-SY5Y Hiicre Hatlarinda Hipoksi Ile Otofaji indiiksiyonun LC3
Nokta Ya Da Punkta Olusumu

Otofaji proteinlerin WB analizi ile tespitinin yaninda bir baska otofaji belirteci olan LC3
I/IT nokta olusumu immiinfloresan boyama yontemi ile analizi yapilmistir. Sekil 17°de MCF-7
hiicre hatlarinda hipoksik ve normoksik sartlarda CQ ve GSK uygulamasimiunn LC3 punkta
olusumunaetkileri gosterilmistir. Normoksik hipoksik gruplar karsilastirildiginda hipoksik
kontrol, Dmso, CQ ve GSK gruplarinda LC3 nokta olusumua artig gézlemlenmistir.
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MCF-7
Kontrol Dmso cQ GSK

HIPOKSI - - - -

LC3 I/11

DAPI

Lcs i/

DAPI

HiPOKSI + + + +
Kontrol Dmso cqQ GSK

Sekil 17. MCF-7 hiicre hattinda hipoksi aracilig1 ile otofaji varliginin LC3 punkta

formasyonuna olan etkilerinin immiinfloresan yontemi ile gdsterilmesi.

Sekil 18’de SH-SYSY hiicre hatlarinda hipoksik ve normoksik sartlarda CQ ve GSK
uygulamasinin LC3 punkta olusumana etkileri gosterilmistir. Normoksik hipoksik kontrol, CQ
ve GSK gruplan karsilagtirildiginda hipoksik gruplarda LC3 nokta formasyonunda artig
gbzlenmistir. (Sekil 18)
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SH-SY5Y

Kontrol Dmso cQ GSK

HIPOKSI = - = =

LC3 1/

DAPI

LC3 1/l

DAPI

HIPOKSI + + + +

Kontrol Dmso cQ GSK

Sekil 18. SH- SYSY hiicre hattinda hipoksi araciligi ile otofaji varliginin LC3 punkta

formasyonuna olan etkilerinin immiinfloresan yontemi ile gdsterilmesi.
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4.1.2.2. MCF-7 ve SH-SY5Y Hiicrelerinde Hipoksi Indiiklii Otofajinin Hiicre Canlihgina
Olan Etkileri

MCF-7 ve SH-SYS5Y hiicrelerinde Wip1 inhibisyonunda gdrevli GSK ve otofaji inhibtorii

CQ’nun hipoksi indiiklii otofaji de hiicre canliligina olan etkileri MTT analizi ile incelenmistir.

SH-SY5Y [ 24H
100 -
]
=
[1']
(]
o
5
T 50-
xR
0 -
Hipoksi - - - -+ O+ o+ +
Dmso - + - - - + - -
Klorokin (CQ) - - + - - - + -
GSK2830371 - - - + - - - +

Sekil 19. SH-SYSY hiicre hattinda, hipoksi indiiklii otofajinin hiicre canliligina etkileri

SH-SY5Y ve MCF-7 hiicre hatlarinda belirlenen gruplarin hipoksik ve normoksik
kosullarda degisen hiicre canlilig1 grafigi sekil 19 ve 20°de gosterilmistir. Elde edilen veriler
incelendiginde her iki hiicre hattinda da hipoksi indiiksiyonunun hiicre canliligin1 etkilemedigi
gozlemlenmistir. Ancak hipokside GSK uygulamasimin hiicre canliligini azalttigi tespit

edilmistir.
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G5K2830371
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Sekil 20. MCF-7 hiicre hattinda, hipoksi indiiklii otofajinin hiicre canliligina etkileri

4.1.2.3. MCF-7 ve SH-SY5Y Hiicrelerinde Hipoksi Indiiklii Otofajinin Hiicre Oliimiine
Etkileri

MCF-7 ve SH-SYSY hiicre hatlarinda, hipoksi indiiklii otofajinin hiicrede apoptoz
indiiksiyonuna sebep olup olmadig1 Annexin V/ 7AAD testi kullanilarak tespit edilmistir.

Sekil 21°de SH-SYSY hiicre hatti i¢in normoksi gruplarinda total 6lim ylizdeleri
sirastyla; kontrol % 3.805, DMSO % 2.97, CQ % 4.115, GSK ise % 2.81 olarak ol¢iilmiistiir.
24 saat hipoksi muamelesi sonras1 hipoksi gruplarinda total 6liim yiizdeleri sirasiyla; kontrol %

5.09, DMSO % 6.22, CQ % 5.98, GSK ise % 5.775 olarak Slgiilmiistiir.
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SH-SY5Y B z4H
50

g

% Total Olim
N

Hinoksi - - - - + + + +
Dmso - + - - - +

Klorokin {CQ) - - + - - - +
GSK2830371 - - - + - - - +

Sekil 21. SH-SYSY hiicre hattinda hipoksi aracilig1 ile otofaji total apoptoz grafigi

Sekil 22°te MCF-7 hiicre hatt1 icin normoksi gruplarinda total 6liim yiizdeleri sirasiyla;
kontrol % 5.34, DMSO % 5.62, CQ % 5.63, GSK ise % 1,98 olarak ol¢ililmiistiir. 24 saat
hipoksi muamelesi sonras1 hipoksi gruplarinda total 6liim yiizdeleri sirasiyla; kontrol % 4.23,
DMSO % 4.09, CQ% 5.38, GSK ise % 7.64 olarak dlgiilmiistiir. Yapilan Annexin V/7AAD
testinin apoptoz histogram profilleri Sekil 23’de gosterilmis olup uygulanan hipoksik kosullarin

apoptoz indiiksiyonuna sebep olmadig1 gosterilmistir (Sekil 22).

MCF-7 Bl
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3 30

0

o

2

204

®

10 4

AT T T
Hipoksi - - - -+ + + +
Dmso - + - - - + - -
Klorokin (CQ) - - + - - - + -
G5K2830371 - - - + - - - +

Sekil 22. MCF-7 hiicre hattinda hipoksi aracilig1 ile otofaji varliginin total apoptoz grafigi
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Sekil 23. Sekil 21 ve 22’te verilen MCF-7 ve SH-SY5Y hiicrelerinin Annexin V/ 7AAD

sonuclarinin Apoptoz profilleri
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4.2. MCF-7 ve SH-SY5Y Hiicrelerinde Wip1 Inhibisyonunun Metabolik Stres ile Otofaji
Aktivasyonuna Etkileri

4.2.1. MCF-7 ve SH-SY5Y Hiicrelerinde Wipl Inhibisyonunun Achk ile Otofaji
Aktivasyonuna EtKkisi

Aclik ile otofaji aktivasyonunun saglandigi kosullarda ayn1 zamanda Wip1’in GSK ile
inhibisyonu da saglanarak, otofajinin Wip1’e bagl olarak baskilanip baskilanmadigi LC31//11,
p62, proteinleri, ayni zamanda Wip1 ve Ulk1 arasinda bir defosforialsyon iligkisi olup olmadigi
da total ve fosforile ULK1 (p-ULK1 (Ser555)ve p-ULK1 (Ser757) diizeyleri ve Wipl protein

diizeyi de WB analizi ile test edilmistir.

LC3 I/II doniistimiiniin indiiklenmesi ve p62 degredasyonuna ek olarak otofaji baslangic
kompleksinde gorevli ULK1 proteininin birden fazla noktadan defosforile hale gelmesi otofaji

varliginda gézlenen modifikasyonlardan biridir.

Sekil 24°de SH-SYSY hiicre hattinda tek basina HBSS uygulanan grup ile kontrol grubu
kiyaslandiginda HBSS uygulamasimin LC3 I/II doniisiimiinii kontrole kiyaslaartirdig:
goriilmektedir.. Buna ek olarak aclik ile otofaji indiiksiyonunda gorevli temel fosforilasyon
bolgesi olan p-ULKI1(Ser555)’in ve otofaji baslangic kompleksinde gorevli bir baska
fosforilasyon bolgesi olan p-ULK 1(Ser757)’nin de kontrole kiyasla HBSS uygulanan gruplarda
protein miktarindaki diisiis gosterilmistir. HBSS uygulanan gruplarda kontrole kiyasla p62°nin
ve T-ULKI1’un protein seviyesinde azalma gozlemlenirken Wipl protein miktar1 degisme

gbzlenmemistir.
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Sekil 24. SH-SYS5Y hiicrelerinde Wip1 inhibisyonu ve aclik aracili otofaji proteinlerinin WB

analizi
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Tek bagina, CQ uygulanan grupta kontrole kiyasla LC3 I/II doniisiimii géziikmektedir.
Buna ek olarak, ozellikle aclik indiiklii otofajide temel fosforilasyon bdlgesi olan p-
ULKI1(Ser555) basta olmak tiizere, p-ULKI1(Ser757)’de de protein miktarinda birikim
gozlenmistir. Bununla beraber, tek basina CQ uygulanan grupta T-ULK1 ve Wipl protein
diizeyinin sabit kaldigi gozlenirken, p62’de beklenenin tersine daha az protein miktari
gozlenmektedir. HBSS+CQ grubunda ise tek basina CQ grubunda meydana gelen doniisiimden
daha yiiksek bir LC3 I/Il donilisiimii gézlenmektedir. P62 protein miktar1 da HBSS+ CQ
uygulanan grupta tek basin CQ uygulanan gruptan daha fazladir. Bununla beraber, HBSS+CQ
grubunda tek bagina HBSS uygulamasinda gézlenenden daha yiiksek p-ULK1(Ser555) ve p-
ULK1(Ser757) band1 gézlenmistir. T-ULK1 protein miktar1 CQ grubunda HBSS+CQ grubuna
goredaha yiiksektir. Wipl protein miktar1 incelendiginde ise, HBSS+CQ grubunda tek basina
CQ uygulanan gruba kiyasla daha yiiksek protein varligt acikca goziikmekte iken HBSS grubu
ile kiyaslandiginda protein miktar1 degismemektedir. Tek basina GSK uygulanan grupta p62,
p-ULK1(Ser555) ve p-ULK1(Ser757) protein miktar1 kontrole kiyasla daha yiiksektir. Wipl
ve T-ULKI1 proteinlerinde ise GSK uygulanan grupta kontrole kiyasla daha diisiik protein

miktar1 gdzlenmektedir.

Tek basimma GSK uygulanan grupta LC3 I/Il doniisiimii incelendiginde kontrole kiyasla
daha yiliksek bir dontisim gozlenirken, CQ grubuyla kiyaslandiginda sabit kaldig:
gozlenmektedir. HBSS+GSK grubuna gelindiginde ise HBSS grubu ile yapilan kiyaslamada
LC3 I/II doniisiimiiniin neredeyse ayni seviyede oldugu gdzlenmistir. HBSS+GSK grubunda
P62 protein seviyesi tek basina HBSS uygulanan gruptan daha yiiksektir. Ayni bicimde
HBSS+GSK ile HBSS wuygulanan gruplar kiyaslandiginda p-ULKI1(Ser555) ve p-
ULK1(Ser757) protein seviyeleri HBSS+GSK grubunda daha yiiksektir. T-ULK1 protein
miktar1 agisindan HBSS+GSK ile HBSS gruplari incelendiginde gruplar arasinda bir farklilik
gbzlenmemistir. Wipl proteinin de ise HBSS+GSK grubunda tek basina GSK grubuna kiyasla
daha yiiksek protein miktar1 gosterilmesine karsin Wip1 baskilanmasinda yeterli oldugu agikca

goriilmektedir.
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Sekil 25. MCF-7 hiicrelerinde Wipl inhibisyonu ve aglik aracili otofaji proteinlerinin WB

analizi

Sekil 25°de MCF-7 hiicre hattinda Wip1’in kii¢lik molekiil inhibitorii olan GSK’nin ac¢lik
indiiklii otofajiye etkileri WB analizi ile gosterilmistir. Bu baglamda tek basina HBSS
uygulanan grup ile kontrol grubu kiyaslandiginda LC3 I/II doniisiimii HBSS grubunda daha
yuksektir. P62 protein miktar1 ise, kontrole kiyasla HBSS grubunda daha diisiiktiir. Buna ek
olarak, aglk ile otofaji indiiksiyonunda gorevli temel fosforilasyon bolgesi olan p-
ULKI1(Ser555)’in ve otofaji baslangic kompleksinde gorevli bir baska fosforilasyon bolgesi
olan p-ULK1(Ser757)’nin kontrole kiyasla HBSS uygulanan gruplarda protein miktarinda

azalma meydana geldigi gézlenmistir.
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HBSS uygulanan gruplarda, Wipl ve T-ULKI1 protein miktar1 kontrole gore artis
gostermistir. Tek basina CQ uygulanan gruba gelindiginde ise, LC3 I/II doniisiimiinde ve p62
protein miktarinda kontrole kiyasla artis gozlenmistir. CQ uygulanan gruplarda, kontrole
kiyasla p-ULKI1(Ser555)’in protein miktarinda ciddi bir artig goézlemlenirken p-
ULK1(Ser757)’de protein miktar1 daha az artmistir. Bu durum CQ’nin otofaji inhibisyonunda
etkili bir bicimde calistifina isaret etmektedir. T-ULK1 protein miktar1 CQ uygulanan grupta
kontrole kiyasla daha yiiksektir. CQ uygulamasinin Wipl protein miktarin1 degistirmedigi
gbzlenmistir. HBSS+CQ gruplarinda ise LC3 I/II doniisiimii HBSS grubuna kiyasla ayni iken
p62 protein miktar1 HBSS grubunda kiyasla artis gostermistir. Buna ek olarak, p-
ULK1(Ser555)’in protein miktar1 tek basina HBSS uygulamasinda oldugundan ¢ok yiiksek
olmasina karsin ayni etki p-ULKI(Ser757)’de gozlenmemistir. HBSS+CQ uygulamasinin
Wipl ve T-ULK1 proteinlerinin miktarin1 degistirmedigi gosterilmistir.

Wipl kii¢iik inhibitorii olan GSK’nin uygulandigi gruplarda Wipl miktarinda azalma
gozlenmistir. Tek bagina GSK uygulanan gruplarda LC3 I/II doniistimiinde azalma gozlenirken,
p62 protein miktarinda ise artis gdzlemlenmistir. Buna ek olarak, p-ULK1(Ser757) nin protein
miktar1 GSK uygulanan grupta kontrole kiyasla bir degisim gostermezken, p-ULK1(Ser555)’in
ve T-ULK1 un protein miktar1 kontrole kiyasla daha yiiksek olmas1 Wip1-ULK1 etkilesiminin
varligina isaret etmektedir. HBSS+GSK grubu ele alindiginda ise, tek basina HBSS uygulanan
gruba kiyasla LC3 I/Il doniigiimii farklilik gostermemistir. P62 protein miktar1 ise HBSS
grubuna kiyasla artis gOstermistir. Buna ek olarak, p-ULKI1(Ser757)’nin aksine, p-
ULK1(Ser555)’in protein miktarinda artis gézlenmektedir. Wip1’in protein miktar1t HBSS
grubu ile kiyaslandiginda azalma gostermesine karsin tek basina GSK grubundaki kadar etkili

degildir. T-ULK1 protein miktar1 ise HBSS ile kiyaslandiginda azalma gdstermistir.

4.2.1.1. MCF-7 ve SH-SYSY Hiicrelerinde Otofaji aktivasyonunda ULKI1-WIP1
Etkilesimi

Immiin ¢oktiirme protein-protein etkilesimini belirlemede kullanilan énemli bir
tekniktir. Bu teknikte belirli bir hedef proteine kars1 monoklonal ya da poliklonal bir antikor
agoroz beadler etkilesim kurmakta bu etkilesim sonucunda protein lizati igerisinden hedef

protein- bead etkilesimi saglanmaktadir. Ardindan bu etkilesim SDS- PAGE gibi teknikler
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aracilig1 ile tespit edilerek ilgili iki protein arasindaki fiziksel etkilesimin varlig1 acgiga

cikarilmaktadir. (Idris 2012)

Sekil 26’da SH-SYSY hiicre hattinda Wip1-ULK1 etkilesimi immiin ¢oktiirme yontemi
ile gosterilmistir. Input gruplart kendi i¢inde incelendiginde kontrol ile HBSS grubu arasinda
ULK1 protein miktar1 acisindan bir degisim gozlemlenmezken CQ gruplarinda protein
diizeyinde artis gézlemlenmistir. IP gruplar incelendiginde kontrol ve CQ’ya kiyasla HBSS
grubunda ULK1 protein diizeyinde artis oldugu gozlemlenmistir. Buna ek olarak hem IP
gruplarinda hem de Input gruplarinda yiiklenen protein miktari ile dogru orantili olarak Wip1
protein varligi gozlemlenmektedir. Input gruplarin internal kontrolii olarak GAPDH, IP

gruplarinin internal kontrolii olarak IgG kullanilmustir.
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Sekil 26. SH-SYS5Y hiicre hattinda aclik kosullarinda WIP1- ULK1 etkilesiminin

Immiingoktiirme yontemi ile gosterilmesi
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Sekil 27. MCF-7 hiicre hattinda aglik kosullarinda WIP1- ULK1 etkilesiminin

Immiingoktiirme yontemi ile gosterilmesi

MCF-7 hiicre hattinda bead ile muamele edilmeyen Input gruplar1 kendi iginde
kiyaslandiginda kontrol ve CQ’ya kiyasla mput HBSS grubunda T-ULK protein seviyesinde
artis gozlemlenmistir. [P gruplar1 kendi i¢inde kiyaslandiginda ise HBSS grubunda kontrol
grubuna kiyasla ULK 1 miktarinda artig gosterilmistir. Buna ek olarak hem IP gruplarinda hem
de Input gruplarinda yiiklenen protein miktar1 ile dogru orantili olarak Wipl protein varligi
gozlemlenmektedir. Input gruplarinin internal kontrolii olarak GAPDH, IP gruplarinin internal

kontrolii olarak IgG kullanilmistir. (Sekil 27)

Her iki hiicre hatt1 ile yapilan immiing6ktiirme analizi sonucunda aclik kosullarinda

artan T-ULK 1 miktar1 ve Wip1 band1 Wip1-ULKI etkilesiminin varligina isaret etmektedir.

4.2.2. MCF-7 ve SH-SY5Y Hiicrelerinde Wip1 Inhibisyonunun Hipoksi Ile Indiiklenen
Otofaji Aktivasyonuna Etkisi

Wip1’in inhibitorii GSK2830371 (GSK) nin bir metabolik stres tiirii olan hipoksi indiiklii

otofaji varliginda cevab1 WB analizi ile arastirilmistir.
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Sekil 28. SH-SY5Y hiicrelerinde Wip1 inhibisyonu ve hipoksi aracili otofaji proteinlerinin WB

analizi

Sekil 28’ de SH-SYSY hiicre hattinda belirlenen gruplar 24 saat hem hipoksi hem de
normoksi kosullarinda muamele edildikten sonra WB analizi yapilmistir. Hipoksik ortamin
dogrulanabilmesi icin, oksijensiz ortamda stabilize olan temel transkripsiyonel faktor olan HIF 1
o kullanilmistir. Sekil 28°de hipoksik ortamda HIF1 o gozlemlenirken normoksik kosulda
gbézlemlenmemis olmasi hipoksik kosullarin olustuguna isaret etmektedir. Hipoksik ve
normoksik kosullardaki kontrol gruplar1 karsilastirildiginda hipoksik ortamda LC3 I/II
dontistimiinde artis; p62, p-ULK1(Ser757) ve p-ULK1(Ser555)’in protein miktarinda azalma
gozlenmektedir. Buna ek olarak, hipoksik kosullarda T-ULK1’un protein miktarinda artis
gbzlenirken Wipl’in protein miktarinda degisme goézlenmemektedir. Hipoksik kosullarda
uygulanan CQ konsantrasyonunun p62 protein miktarin1 azalttigir gozlenirken LC3 I/II
dontlistimiinii degistirmemistir. Buna ek olarak, p-ULKI1(Ser757) protein miktar1 hipoksi
kontrol ve hipoksiCQ uygulandiginda bir miktar arttig1 ancak bu artisin normoksi CQ grubu ile
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kiyaslandiginda olduk¢a az oldugu goziikmektedir. p-ULK1(Ser555) protein miktari
incelendigindeyse normoksi kontrole kiyasla normoksi CQ grubundaki artis net bir sekilde
goziikmekle birlikte ayni etki hipoksik ortamda gdézlenmemektedir. T-ULK1 protein miktari
normoksi gruplarinda degisim gostermezken hipoksi CQ grubunda azalma gostermistir.
Wipl’in protein miktar1 ise, normoksi kontrol ile normoksi CQ kiyaslandiginda artis
gostermistir ancak aymi artig hipokside goézlenmemistir. Hipoksik ve normoksik gruplarda
GSK’nin otofaji proteinlerine etkisi gozlendiginde LC3 I/II doniisiimii normoksi GSK’da
azalirken hipoksi GSK’da artis gdstermistir. Hipoksi kontrol ile hipoksi GSK kiyaslandiginda
p62 protein miktar1 hipoksi GSK’da artis gostermistir. Beklenildigi gibi, Wip1 protein miktari
hem normoksi de hem de hipoksi de azalma gostermistir. p-ULKI(Ser555) ve p-
ULK1(Ser757) protein miktarlar1 hipoksi kontrole kiyasla artig gdstermistir. GSK’nin bu etkisi
normoksi kontrol ile normoksi GSK arasinda da gozlemlenmektedir. Bu durum, hipoksi
indiiksiyonu araciligiyla Wip1-ULKI etkilesiminin olduguna isaret etmektedir. Yapilan GSK

uygulamasinin T-ULKI iizerine bir etkisi gdzlemlenmemistir.

Sekil 29’ da MCF-7 hiicre hattinda belirlenen gruplarda 24 saat hem hipoksi hem de
normoksi kosullarinda muamele edildikten sonra WB analizi yapilmistir. Hipoksik ortamin
dogrulanmasinda kullanilan HIF1 o proteini hipoksik ortamda gdzlemlenirken normoksik

kosulda gozlemlenmemistir.

Hipoksik ve normoksik kosullarda kontrol gruplar karsilastirildiginda hipoksi
gruplarinda LC3 I/II doniisiimiiniin arttigi gozlenmektedir. Buna ek olarak, p62, p-
ULK1(Ser555) ve p-ULKI(Ser757) protein miktarlar1 kiyaslandiginda hipoksi gruplarinda
normoksi gruplarina kiyasla daha diisikk protein miktar1 goézlemlenmistir. Bu durum,
uygulanan hipoksik kosullarin otofaji indiiksiyonuna sebep olduguna isaret etmektedir. T-
ULK1 protein miktar1 hipoksi ve normoksi kontrol gruplar1 arasinda farklilik
gostermemektedir. Wipl protein miktar1 hipoksi kontrolde normoksiye kiyasla azalma

gostermistir.
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CQ uygulamasimin normoksi ve hipoksi gruplar1 arasindaki farkliligi incelendiginde;
normoksi kontrole kiyasla normoksi CQ grubunda LC3 I/II doniisiimii daha yiiksek olmakla
birlikte hipoksi kontrol ile hipoksi CQ arasinda bu doniisiim daha azdir. p62 protein miktarlar
karsilagtirildiginda hipoksi kontrole kiyasla hipoksi CQ grubunda artis daha yiiksek olmasina
karsin normoksi CQ ile hipoksi CQ kiyaslandiginda normoksi grubunda P62 protein miktar1
daha yiiksektir. CQ wuygulamasinin hem normoksi uygulamasinda hem de hipoksi
uygulamasinda Wipl protein miktarini arttirdigi gézlemlenmektedir. p-ULK1 (Ser555) ve p-
ULK1 (Ser757) proteinlerine gelindiginde ise, hipoksi CQ grubunda hipoksi kontrole kiyasla
daha ytiksek protein miktar1 gézlenirken normoksi gruplarinda bu etki daha diisiik diizeylerde
gozlemlenmektedir. Uygulanan CQ konsantrasyonu normoksi ya da hipoksi T-ULK1 protein
miktarini etkilememektedir. Wip1’in kii¢iik inhibitorii olan GSK’nin uygulandig gruplardaki
degisim incelendiginde beklenildigi gibi Wipl protein miktart hem hipoksi hem de normoksi
gruplarinda azalmistir. Hem normoksi hem de hipoksi GSK gruplarinda LC3 I/II doniisiimiinde
azalma meydana gelmistir. Hem hipoksi hem de normoksi gruplarinda kontrole kiyasla GSK
grubunda p62 protein miktarinda artis gézlemlenmektedir. Kontrol gruplari ile GSK gruplari
kiyaslandiginda hem normoksi hem de hipoksi de GSK uygulanan gruplarda p-ULK1 (Ser555)
ve p-ULK1(Ser757) proteinlerin miktarlarinin artig1 gézlemlenmeSI Wip1-ULK etkilesimine
isaret etmektedir. T-ULK1 protein miktar1 hipoksi GSK grubunda degisme gostermezken
normoksi GSK grubunda normoksi kontrol grubuna kiyasla daha yiiksektir. (Sekil 29)
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Sekil 29. MCF-7 hiicrelerinde Wip1 inhibisyonu ve hipoksi aracili otofaji proteinlerinin WB

analizi

4.2.2.1. MCF-7 ve SH-SYSY Hiicrelerinde Hipoksi Kosullarinda ULKI1-WIP1

Etkilesiminin Immiin¢oktiirme Yontemi ile Gosterilmesi

Sekil 30’de SH-SYSY hiicre hattinda normoksik ve hipoksik kosullarda Wip1- ULK1
etkilesimi immiin ¢oktiirme yontemi ile gosterilmistir. SH-SYSY hiicre hattinda bead ile
muamele edilmeyen mput gruplart kendi i¢inde kiyaslandiginda T-ULKI1 protein miktari
normoksi grubuna kiyasla hipoksi grubunda artis gostermektedir. Ayni bi¢imde normoksi mput
gruplart kendi i¢inde kiyaslandiginda normoksi CQ grubunda normoksi kontrole kiyasla T-
ULKI1 protein miktarinda artis gézlenmektedir. Aynmi etki hipoksi CQ ile hipoksi kontrol
gruplar1 arasinda da gozlemlenmistir. IP gruplart kiyaslandiginda normoksi CQ grubunda
normoksi kontrole kiyasla artig gézlenmistir. Ayni etki hipoksi IP gruplarinda da goriilmektedir.
Normoksi IP gruplari ile hipoksi IP gruplar kiyaslandiginda hipoksi gruplarinda T-ULKI
protein miktar1 normoksiye artis gdstermistir. Buna ek olarak hem IP gruplarinda hem de Input

gruplarinda yiiklenen protein miktar1 ile dogru orantili olarak Wipl protein varhigi
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gozlemlenmektedir. Input gruplarinin internal kontrolii olarak GAPDH, IP gruplarinin internal

kontrolii olarak IgG kullanilmustir.
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Sekil 30. SH-SYSY hiicre hattinda hipoksi kosullarinda WIP1- ULK1 etkilesiminin

Immiin¢oktiirme yontemi ile gosterilmesi.

Sekil 31°de MCF-7 hiicre hattinda normoksik ve hipoksik kosullarda Wipl- ULK1
etkilesimi immiin ¢Oktiirme yontemi ile ngosterilmistir. MCF-7 hiicre hattinda bead ile
muamele edilmeyen mput gruplart kendi icinde kiyaslandiginda T-ULKI1 protein miktari
normoksi grubuna kiyasla hipoksi grubunda artis gostermektedir. Normoksi IP gruplari ile
hipoksi IP gruplan kiyaslandiginda hipoksi gruplarinda T-ULKI1 protein miktar1 normoksiye
artis gostermistir. Buna ek olarak hem IP gruplarinda hem de Input gruplarinda yiiklenen
protein miktar1 ile dogru orantili olarak Wipl protein varligi goézlemlenmektedir. Input
gruplarinin internal kontrolii olarak GAPDH, IP gruplarinin internal kontrolii olarak IgG

kullanilmustir.
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Sekil 31. MCF-7 hiicre hattinda hipoksi kosullarinda WIP1- ULK1 etkilesiminin

Immiingoktiirme yontemi ile gosterilmesi

Her iki hiicre hatt1 ile yapilan immiin¢dktiirme analizi sonucunda hipoksi kosullarinda

artan T-ULK 1 miktar1 ve Wip1 band1 Wip1-ULKI1 etkilesiminin varligina isaret etmektedir.

4.3. MCF-7 ve SH-SY5Y Hiicrelerinde Otofaji Inhibisyonunun Koloni Olusumuna
Etkileri

4.3.1. MCF-7 ve SH-SYSY Hiicrelerinde Achkla Indiiklenen Otofaji inhibisyonunun

Koloni Olusumuna Etkileri

Kolonojenik assay, tek bir hiicrenin koloniye doniisme yetenegine dayanan bir in vitro
yontemdir. Kolonojenik assay, esas olarak popiilasyonda ki her hiicreyi "sinirsiz" boliinme
gecirme yetenegi acisindan test etmektedir. Bu baglamda inhibisyonu HBSS ile aglikla
indiiklenen otofaji veya Wip1 inhibisyonu kosullarinda SH-SY5Y ve MCF-7 hiicre hatlarininin

koloni olusturmakabiliyeti dl¢iilmiistiir.
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Sekil 32 *de MCF-7 hiicre hattinda yapilan kolonojenik assay sonucunda HBSS grubu ile
kontrol grubu kiyaslandiginda her iki hiicre hattinda da HBSS uygulamasi ile kontrol grubu
arasinda farklilik gozlemlenmezken GSK uygulanan gruplarda koloni miktarinda azalma

gozlenmistir.

HBSS+GSK grubu ile tek basina GSK grubu; HBSS+CQ grubu ile CQ grubu

kiyaslandiginda ise koloni sayilar1 arasinda bir farklilik gozlenmemistir. (Sekil 32)

H H+CQ H+G5K

Sekil 32. MCF-7 hattinda aclik muamelesinin hiicrenin koloni olusturabilme kabiliyetine olan

etkileri.

Sekil 33°de SH-SYSY hiicre hattinda yapilan kolonojenik assay sonucunda GSK ve
HBSS+ GSK uygulanan gruplarda hiicrenin koloni miktarinin azaldig1 gozlenirken ayni etki

CQ ve HBSS+CQ grubunda gozlenmemistir.
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H H+CQ H+G5K

Sekil 33. SH-SYSY hattinda aclik muamelesinin hiicrenin koloni olusturabilme kabiliyetine

olan etkileri.

4.3.2. MCF-7 ve SH-SYSY Hiicrelerinde Hipoksi ile indiiklenen Otofaji inhibisyonunun

Koloni Olusumuna Etkileri

Tek bir hiicrenin koloni olusturabilme kabiliyetini 6l¢gmeye yarayan kolonojenik assay
deneyinde MCF-7 ve SH-SYS5Y hiicre hatlarinda hipoksik ve normoksik kosullarda otofaji ve
Wipl inhibisyonu gergeklestiginde koloni olusturabilme kabiliyetleri incelenmistir. Sekil
34’de MCF-7 hiicre hattinda, hipoksi ve normoksi gruplar1 incelendiginde normoksi kontrole
kiyasla hipoksi kontrol grubunda koloni olusturabilme kabiliyetinde artis gézlenmistir. Aym
etki normoksi CQ ile hipoksi CQ; normoksi GSK ile hipoksi GSK arasinda da gozlenmistir.
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Sekil 34. MCF-7 hiicrelerinde hipoksi muamelesinin hiicrenin koloni olusturabilme

kabiliyetine olan etkileri.

Benzer sekilde, Sekil 35°de SH-SYSY hiicre hattinda normoksi gruplarina kiyasla
hipoksi gruplarinda koloni miktarinda artis gozlemlenmektedir. Normoksi kontrole kiyasla
hipoksi kontrol; normoksi CQ’ya kiyasla hipoksi CQ; normoksi GSK’ya kiyasla hipoksi
GSK’da koloni miktar1 daha ytiksektir.
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Sekil 35. SH-SYS5Y hattinda hipoksi muamelesinin hiicrenin koloni olusturabilme

kabiliyetine olan etkileri.
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5.TARTISMA

Otofaji hiicrede enerji ihtiyacini karsilayarak hiicre homeostazina katki saglayan, hiicre
sag kalimini indiikleyen temel bir yolaktir. Otofaji indiiksiyonu, birden fazla sinyal aracilig ile
meydana gelmektedir. Otofaji aracilig ile hiicre icerisinde mitokondri miktarinin agir1 artmast
engellenmekte olup, oOzellikle dogru c¢alismayan mitokondrilerin  eliminasyonu
gerceklesmektedir. Buna ek olarak, dogru ¢alismayan mitokondrilerin sebep oldugu hiicre
icerinde asir1 artis gosteren ROS miktarr, DNA hasarini ve buna bagl olarak p53 aktivasyonunu
indiiklemektedir. (Hamanaka ve Chandel, 2010) Otofaji artan mitokondri degredasyonu
araciligi ile artan ROS miktarini elimine etmekle kalmayip ayn1 zamanda hiicrede yanlis ¢calisan
ER, yanhs katlanmis proteinler, gibi hiicre homeostazini bozan durumlar1 da elimine
etmektedir. (Hoyer-Hansen ve Jaattela, 2007) Otofajide, degrede edilecek materyal otofagozom
ad1 verilen cift zarli membran yapisi icerisine hapsedilerek lizozomda degredasyona ugratilir.
Boylelikle yapitaslarina ayrilan kargo tekrar kullanilmak {izere hiicre igerisinde ilgili yerlere
gonderilir. Otofaji hipoksik kosullarin varligi, ATP: AMP oraninda degisim gibi metabolik
streslerle indiiklenecegi gibi etoposid, doxorubusin gibi genotoksik ajanlar araciligi ile de

indiiklenebilen bir yolaktir. (Kaushik ve digerleri, 2010; Torii ve digerleri, 2016)

Metobolik stres tiplerinden biri olmasinin yaninda tiimdrlerde de karakteristik bir 6zellik
olan glikoz yoksunlugu, otofajinin en ¢ok caligilan konularindan biridir. Mekanizmasi en iyi
bilinen otofaji tipi olmasina karsin aclik indiiklii otofaji yolagi ile ilgili kesin mekanizma heniiz
tam olarak ¢oziilebilmis degildir. Buna ragmen, otofaji baslangi¢c kompleksi olarak adlandirilan
ULK1 kompleksinin mTORCI1 araciligr ile fosforile hale gelmesi ile aktiflestigi bilinmektedir.
mTORCI1’un otofajiyi negatif yonde regiilasyonu glikoz yoksunlugu, aminoasit eksikligi ve
ATP: AMP oraninda degisme gibi cesitli achik faktorleri ile indiiklenen AMPK kinaz
aracilifiyla inhibe edilmektedir. Aktif hale gecen AMPK TSC2 araciligiyla indirek yoldan
mTORCI1 inhibisyonunu indiiklemenin yaninda; ULKI proteininin otofosforilasyonunu
indiiklemek, RAPTOR proteini araciligiyla mTORC1 un direk baskilanmasini indiiklemek gibi
stratejilere de sahiptir. (Canto ve Auwerx, 2010; Lazarus ve digerleri, 2015) ULKI1
defosforilasyonu otofaji baglangi¢ kompleksinin olusmasi i¢in gerekli olan bir basamaktir.
Ancak bu basamakta mTORC] haricinde baska hangi fosfatazlarin otofaji indiiksiyonuna dahil

oldugu gizemini korumaya devam etmektedir.
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Bir bagka metabolik stres tipi olan hipoksinin otofaji indiiksiyonunda etkili oldugu gorece
yeni bir konudur. Ozellikle solid tiimorlerde karsimiza ¢ikan hipoksik ortam otofaji
indiiksiyonunda HIF-bagimli ve HIF-bagimsiz olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Her iki yolagin
mekanizmasinda da biiyiik bosluklar bulunmasinda karsin HIF-bagimli yolak HIF-bagimsiz
yolaga kiyasla molekiiler mekanizmas: daha net bilinen bir yolaktir. HIF-bagimli yolakta
aktiflesen HIFla transkripsiyonel hedeflerinden biri olan BNIP3/BNIP3L proteinlerini
aktiflestirmektedir. Aktiflesen BNIP3/BNP3L proteinleri Beclinl/Bcl-2 Beclinl/Bcl-xL
komplekslerini bozarak pro-apaoptotik proteinlerle etkilesime girmekte Beclinl proteinlerinin
serbest hale gegmesine sebep olmaktadir. Serbest hale gecen Beclinl proteinleri araciligiyla
otofaji indiiksiyonu saglanmaktadir.(Mazure ve Pouyssegur, 2010) Buna ek olarak, mTORCI1
aktivitesinin regiilasyonu sadece besin yetersizligi lizerinde degil oksijen yetersizligi lizerinden
de kontrol edilmektedir. Azalan oksijen seviyesine bagli olarak mTORC] seviyesi diigmekte
bu durum otofaji indiiksiyonuna neden olmaktadir.(Zaarour ve digerleri, 2021) Bu durum
oksijen miktarmin diisiik oldugu solid tiimorlerde artmis otofaji indiiksiyonuyla paralellik
gostermesinin yaninda otofajinin HIFla stabilizasyonunu regiile etmesi otofajinin kanserde

tartigsmali roliinii aciga ¢ikarmada 6nemli bir yere sahiptir. (DePavia ve digerleri, 2016)

Otofaji-kanser eksenindeki ¢alismalar cesitlilik gostermekte birlikte elde edilen son
veriler 1g181nda otofajinin kanserin ilerleyen evrelerinde kanser lehine ¢alisarak kemoterapatik
ajanlara direng, immiin cevabin baskilanmasi, inflamasyonu indiikleme gibi cevaplar
olusturdugu bilinmektedir. (Zaarour ve digerleri, 2021) Wu ve arkadaslarinin kanser
hiicreleriyle yapmis oldugu bir in vitro ¢alismada, HIFla aracilifiyla indiiklenen otofajide
BNIP3 ve Beclinl proteinlerinde artis gézlenmistir. Bu durumun bir kemoterapatik ajan olan
cisplatin uygulamasina kars1 direng gelistirdigi saptanmis. olup otofaji indiiksiyonunun solid
tiimorlerde ilag direncini indiikledigi gosterilmistir. (Wu ve digerleri, 2015) Buna ek olarak,
solid tiimorlerin otofaji indiiksiyonuna bagimli oldugunu gosteren yayinlar bulunmaktadir. Gou
ve arkadaglart besin yoksunlugunda indiiklenen otofajide mitokondrinin Ras-bagimli
transformasyonu destekledigini  gostermektedir. (Guo ve digerleri, 2011) Ras-
transformasyonuna ugramis meme epitel hiicrelerinde yapilan bir baska calismada ise otofajinin
glikoz gecisini glikoliz araciligi ile arttirdigini dolayisiyla hiicre sag kalimini indiikledigi
gosterilmistir.(Lock ve digerleri, 2011) Biitiin bunlar géz 6niine alindiginda, otofaji kanser
ekseninin daha iyi aydinlatilabilmesi i¢in otofaji yolaginin molekiiler mekanizmasinin net bir

bicimde aragtirilmasi gerektigi agiktir.
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Otofaji indiiksiyonunda gorevli komplekslerin bilinmesine ragmen bu komplekslerin
aktiflesmesinin ardindaki elemanlarin hepsi heniiz giin yiiziine ¢ikarilamamustir. Torii ve ark.
2016’da yayinladig1 bir caligmaya gore saglikli hiicrelerde genotoksik stres araciligi ile
indiiklenen otofaji varliginda DNA hasarinin diizenlenmesinde 6nemli bir fosfataz olan Wipl
fosfatazin, otofaji baslangi¢ kompleksinde yer alan ULK1’in defosforilasyonunda gorev aldigi
gosterilmistir. (Torii ve digerleri, 2016). Saglikli hiicrelerde genotoksik stresle indiiklenerek
apoptoz, senesens, gecici hiicre dongiisii tutuklanmasi gibi bir¢cok yolagin indiiklenmesinde
gorev olan p53°iin negatif yonde diizenleyicisi olan Wip1’in solid tiimorlerde amplifiye olmast
ve asirt ekspresyonu otofaji- kanser ekseninin agiklanmasinda yeni bir perspektif
kazandirmistir. Ancak Torii vd. tarafindan yapilan bu ¢alisma saglikli hiicreler ile sinirli kalmig
olup solid tiimdrlerdeki Wip1-otofaji iligkisi arastirilmamistir. Buna ek olarak, solid tiimorlerin
karakteristik 6zeliklerinden olan hipoksi ya da glikoz sinirlandirilmasi gibi metabolik streslerin
varliginda otofaji indiiksiyonu ve Wipl iliskisii literatiirde karsimiza bosluk olarak ¢ikmaktadir.
Bu sorulara yanit bulmak amaciyla, yapilan bu tez ¢aligmasinda, Wip1’i asir1 eksprese eden
meme kanseri (MCF-7) ve ndroblastoma (SH-SYSY) hiicre dizileri kullanilmistir. Otofaji,
hipoksi ve glikoz yoksunlugu gibi metabolik stresler araciligi ile indiiklenebilmektedir. (Altman
ve Rathmell, 2012). Hiicrelerde aglikla otofaji indiiksiyonu HBSS tamponu ile saglanmis olup
hiicrelerin metabolik indiikli otofajiye verdikleri yanmit WB, immiin¢oktirme (IP),
immiinfloresan, annexin V/7AAD, MTT gibi tekniklerle gosterilmistir. Otofaji inhibisyonunda
CQ’nun etkin bir inhibitér oldugu bilinmektedir. (Maycotte ve digerleri, 2012) CQ otofaji
yolaginin son basamagi olan otofagozom ile otolizozomun birlesmesini inhibe ederek
lizozomun pH'ini arttirmakta ve lizozom igerisindeki enzimlerin aktivitesini bozmaktadir.
Boylelikle, otofagozom ile lizozom birlesmesi inhibe edilerek otofaji baskilanmaktadir.
Spesifik bir Wipl antagonisti olan kiiclik molekiil GSK2830371 (GSK) allosterik bir
inhibitordiir. GSK’nin Wipl tizerindeki etkisini Wip1 proteininin flap alt bolgesine baglanarak
fosfataz aktivitesini inhibe ederek gdostermektedir. (Gilmartin ve digerleri, 2014) Bu calisma
hem Wipl inhibitoérii hem de otofaji inhibitorii kullanilarak Wip’in metabolik stres indiikli
otofajide etkileri konusunda yapilan ilk kapsamli ¢alisma olup otofaji-Wip1 iligkisinin agiga

cikarilmasi konusunda literatiire yapacagi katkilar agisindan 6nemli bir yere sahip olacaktir.

Yapilan analizler sonucunda elde edilen tiim veriler ayrintili olarak asagida basliklar

altinda tartisilmistir ve buna bagli olarak ¢esitli 6neriler sunulmustur.
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5.1. MCF-7 ve SH-SY5Y Hiicrelerinde Metabolik Stres Indiiklii Otofaji

SH-SY5Y ve MCF-7 hiicre hatlarinda aglik ve hipoksi ile otofaji indiiksiyonunun
saglanabilmesi i¢in HBSS ve hipoksi uygulamalarinda siire ayarlamasi literatiir taramalari
araciligi ile belirlenmigtir. SH-SYSY hiicre hattinda otofaji indiiksiyonu Sekil 6’da gosterildigi
gibi otofaji proteinleri araciligi ile test edilmistir. SH-SYSY hiicre hatt ile ilgili yapilan literatiir
taramasinda GSK konsantrasyonuna yapilan litaratiir taramasinda HBSS muamelesinin 2-4 saat
araliginda degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir.(Manganelli ve digerleri, 2021) SH-SY5Y
hiicrelerine yapilan 4 saat HBSS muamelesinin otofaji indiiksiyonunu tetikledigi LC3 I/II
donlisimii ve p62 protein miktarindaki azalma ile gosterilirken kullanilan CQ
konsantrasyonunun otofaji baskilanmasinda etkili oldugu hem p62 protein miktarindaki artis
hem de LC3 I/Ildoniistimiindeki birikim ile gosterilmistir. Buna ek olarak, kullanilan GSK
konsantrasyonunun Wip1 baskilamasinda etkili oldugu ilgili gruplarda azalan Wip1 miktari ile
gosterilmistir. Bu baglamda elde edilen sonuglar literatiir ile paralellik gostermekte olup 4 saat

HBSS, CQ (10 uM), GSK (1 uM) uygulamasinin etkili oldugu gosterilmistir

MCF-7 hiicrelerinde HBSS muamelesi 8 saat maruz birakilmasina 2017 yilinda Zhu ve
ark. aclik indiiklii otofaji ile ilgili yayin1 araciligiyla karar verilmis olup sekil 7°de elde edilen
sonuglar gosterilmisti. HBSS muamelesine maruz birakilan gruplarda 8 saat muamelenin
otofaji indiiksiyonu i¢in yeterli geldigi hem LC3 I/II doniisiimii ile hem de p62 degredasyonu
ile gosterilmis olup elde edilen veriler literatiirde MCF-7 hiicrelerinin aglik indiiksiyonuna
maruz birakildig1 yayinlarla paralellik gostermistir.(Zhu ve digerleri, 2017) Buna ek MCF-7
hiicrelerinde yapilan literatlir taramasi sonucunda otofaji inhibisyonu i¢in en etkili CQ
konsantrasyonunun 10 uM oldugu saptanmistir. (Bai ve digerleri, 2016) Belirlenen CQ
dozunun etkili oldugu Sekil 7°de hem tek basina CQ hem de HBSS+CQ gruplarinda p62 protein
miktarindaki artis ile gosterilmistir. Belirlenen GSK konsantrasyonunun Wipl proteinini
baskilamada etkili oldugu hem tek bagina GSK hem de HBSS+GSK gruplarinda azalan Wipl
miktariyla gosterilmistir. Bu baglamda, Sekil 7°’de MCF-7 hiicre hatt1 i¢in 8 saat HBSS
muamelesinin aglik indiiksiyonunda yeterli oldugunun gosterilmesinin yaninda uygulanan CQ

ve GSK konsantrasyonlarinin etkili oldugu gdsterilmektedir.

LC3 doniisiimiiniin immiin floresan yontemi ile belirlenmesi otofaji calismalarinda
yaygin kullanilan bir tekniktir. Otofaji indiiksiyonunun gergeklestigi ya da baskilandigi
gruplarda LC3 punkta olusumunda artis meydana gelir. (Eng ve digerleri, 2010) Sekil 8 ve 9’da
MCF-7 ve SH-SYSY hiicrelerinde aglik indiiksiyonu sonucunda LC3 punkta yapisindaki
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degisim gosterilmistir. CQ ve HBSS uygulamalarinin ayr1 ayri ya da kombin formlarinda
kontrole kiyasla punkta yapisinda artis gozlemlenmesi HBSS uygulamasimin otofaji
indiiksiyonunda etkili oldugunu gdsterirken CQ uygulanan gruplarda artan punkta olusumu
otofaji baskilanmast ile iligkilendirilmektedir. (Pugsley, 2017) GSK’nin tek bagina uygulandigi
gruplara gelindiginde ise kontrolle ayni etkinin gézlemlenmis olup HBSS+GSK gruplarinda ise
tek basina HBSS grubuna kiyasla punkta olusumunda azalmalarin meydana geldigi

gbzlemlenmistir.

Bu tez galismasi boyunca MCF-7 ve SH-SYSY hiicre hatlarinda besin yoksunlugunun
hiicre canliligina etkisi olmadig1 ve elde edilen verilerin sadece otofaji indiiksiyonundan
kaynaklandiginin gosterilmesi adina MTT sitotoksisite ve annexin V/7AAD apoptoz testi
uygulanmistir. Yapilan sitotoksisite testi ile hiicre canliliginin diismedigi sekil 10 ve 11°de
gosterilmistir. Buna ek olarak, sekil 12 ve sekil 13’de yapilan annexin V/7AAD uygulamasinin
sonuglar1 gosterilmistir. Elde edilen veriler 1s1g1nda total 6liim oraninin % 14’1 gegmedigi goz
oniline alinarak uygulanan konsantrasyonlarin hiicrede apoptoz indiiksiyonunu tetiklemedigi
gosterilmistir. Biitiin bu sonuglar gdz oniine alindiginda, MCF-7 hiicrelerinde 8 saat HBSS, CQ
(10 uM) ve GSK( 5 uM); SH-SYS5Y hiicrelerinde 4 saat HBSS, CQ (10 uM) ve GSK( 1 uM)
uygulamalarinin apoptozu indiiklemedigi gosterilirken ayn1 zamanda hiicre canliligina etkisi

olmadig1 gosterilmistir.

Hipoksi ile otofaji indiiksiyonu siireleri yapilan literatiir taramalar1 sonucunda MCF-7
(Tan ve digerleri, 2016) ve SH-SYSY (Tan ve digerleri, 2018) i¢in 24 saat olarak belirlenmistir.
Otofaji proteinleri ile yapilan western blot deneyinde Sekil 15°de SH-SYSY hiicre hattinda
hipoksi uygulamasinin otofaji indiiksiyonunu sagladigi hem LC3 I/Il doniisiimii araciligiyla
hem de p62 protein miktarindaki azalma ile tespit edilmistir. Ek olarak, kullanilan CQ
konsantrasyonunun otofaji inhibisyonunda etkili oldugu hem normoksi hem de hipoksi
gruplarinda p62 birikimi ile tespit edilmistir. GSK konsantrasyonunun hem normoksi hem de
hipoksi kosullarinda etkili oldugu azalan Wipl protein miktar ile gosterilmistir. Sekil 16’da
ayn1 etki MCF-7 hiicre hattinda da gézlenmistir.

Otofaji indiiksiyonunun bir bagka belitreci olan LC3 punkta olusumu hipoksik sartlarda
uygulandiginda elde edilen sonuglar sekil 17 ve 18’de gosterilmistir. Analiz ayrintil
incelendiginde normoksik sartlarda CQ wuygulamasi ile LC3 punkta yapisinda artig
gozlemlenmis olup bu etkinin hipoksi CQ gruplarinda daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Ancak ayni etki normoksi GSK gruplarinda gozlenmemistir. Hipoksi GSK grubunda ise artmis

LC3 punkta formu gozlenmektedir. Buna ek olarak normoksi ile hipoksi gruplar
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kiyaslandiginda tiim hipoksi gruplarinda artan LC3 yapis1 her iki hiicre hattinda da gozlenmis

olup elde edilen veriler literatiirle paralellik gostermektedir.

ULK1-Wipl iliskisinin a¢iga ¢ikarilmasina yonelik yapilan bu tezde elde edilecek
verilerin sadece otofaji indiiksiyonu sonucu elde edildiginin gdsterilmesi i¢in hipoksi
kosullarinda da MTT ve Annexin V/7AAD testi uygulanmistir. Sekil 19 ve 20°de MTT analizi
sonucunda hipoksik ya da normoksik kosullarin hiicre canlilii iizerine etkili olmadigi
gosterilmistir Buna ek olarak, sekil 21 ve Sekil 22°de hem SH-SY5Y hem de MCF-7 hiicre
hattinda hipoksi ve normoksi uygulamalarinin apoptozu indiiklemedigi gosterilmistir. . Bu
baglamda, SH-SYS5Y hiicre hattinda 24 saat hipoksi, CQ (10 uM), GSK (1 pM) uygulamasinin;
MCEF-7 hiicre hattinda ise 24 saat hipoksi, CQ (10 uM), GSK (5 uM) uygulamasinin otofaji
indiiksiyonunda etkili oldugu gosterilirken apoptoz ve hiicre canliligina etkileri olmadig tespit

edilmisgtir.

5.2. MCF-7 ve SH-SY5Y Hiicrelerinde Wipl Inhibisyonunun Metabolik Stres ile

Indiiklenenen Otofaji Aktivasyonuna Etkileri

Aclik ve hipoksi indiikli otofaji varligi saglananan kosullarda Wipl inhibisyonu da
saglanarak otofajinin Wipl’e bagli inhibe edilip edilmedigi LC3 I/II, p62, total T-ULKI1 ve
fosfo —p-ULKI1 ( Ser 555), p-ULK1 (Ser757) ve protein diizeylerindeki degisimi analiziyle
incelenmistir. Sekil 24 ve 25°te HBSS uygulanan gruplarda her iki fosforillenme bdlgesinde de
meydana gelen defosforilasyon otofaji indiiksiyonunun meydana geldigine isaret etmekte olup
elde edilen sonuglar bu alanda literatiirde bulunan ¢alismalar ile paralellik gostermektedir.
(Kang ve digerleri, 2013; Puente ve digerleri, 2016) Buna ek olarak otofajinin son basamagini
baskilayan bir inhibitér olan CQ varligindan 06zellikle MCF-7 hiicre hattinda ULK
fosforilasyonunun Ser 555 bolgesinde birikim gosterdigi gozlemlenmistir. A¢hk indiikli
otofajide birincil defosforilasyon hedefi olan Ser555 bolgesi AMPK tarafindan defosforile hale
getirilmektedir. (Egan ve digerleri, 2011) HBSS+CQ grubunda gézlemlenen bu etki tek basina
CQ grubunda da gozlemlenmesinin yaninda ayni etki bir baska fosforillenme bolgesi olan Ser
757°te gozlemlenmemistir. Ancak bu alanda yapilan ¢aligmalarin yetersizligi bu durumun etki
mekanizmasin1 agiklamada yetersiz kalmis olup literatiirde bosluk olarak karsimiza
cikmaktadir. GSK araciligi ile Wipl’inhibisyonu saglandigindametabolik stres indiiklii
otofajideULK fosforilasyonundaki degisim (Ser555 ve Ser757) WB ile analiz edilmistir. MCF-
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7 ve SH-SYSY hiicre hatlarinda Wipl inhibisyonu saglandiginda ULK fosforilasyonunun
arttig1 gosterilmistir. (Sekil 24, 25) Literatlirde konu ile ilgili tek yaymnin saglikli hiicrelerde
genotoksik stres aracili otofaji indiiksiyonundan elde edilen veriler olmasina karsin paralel
sonuglar elde edilmistir. (Torii ve digerleri, 2016) Ayrica, GSK uygulanan gruplarda p62
birikiminin meydana geldigi sonucunun elde edilmesi Wipl inhibisyonunun ayni zamanda

otofaji baskilanmasina neden olduguna isaret etmektedir.

ULKI1 defosforilasyonunun Wipl’e bagl gergeklestigini Wipl ve ULKI etkilesimini
gostermek amaciyla MCF-7 ve SH-SYSY hiicre hatlarinda immiingoktiirme yontemi de
uygulanmig ve aclik indiiklii otofaji sirasinda ULK1 ve Wipl birlikte ¢oktiiriilip Wip1-ULK1
her iki hiicre hatt1 i¢in de gosterilmistir. ( Sekil 26, 27)

Bir bagka metabolik stres tipi olan hipoksi indiiklii otofaji varliginda Wip1-ULK iliskisi
WB analizi ile incelenmistir. Oksijen yoksunlugunda stabilize hale gegen, hipoksi marker1 olan
HIFlo’nin (Seront ve digerleri, 2013) varligt MCF-7 ve SH-SYS5Y hiicre hatlarinda
gosterilmistir. Buna ek olarak, hipoksi ile otofaji indiiksiyonunun saglandigi hipoksi
gruplarinda artan LC3 I/II déniisiimii, azalan p62 miktari ile gosterilmesinin yaninda iki farkli
ULK1 bolgesinden (Ser555 ve Ser757) defosforile hale ge¢ildigi gosterilmistir. (Sekil 28, 29)
Normoksik ya da hipoksik kosullarda uygulanan GSK araciligiyla Wipl inhibisyonu
saglandiginda ULKI1 fosforilasyonunun arttigiozellikle Ser555 bolgesinde agikca
goriilmektedir. Buna ek olarak GSK uygulanan gruplarda 6zellikle hipoksik kosullarda artan
p62 birikimi goriilmekte olup bu durum GSK aracilifiyla otofajinin baskilanmasina isaret

etmektedir.

Hipoksik ve normoksik kosullarda ULKI1-Wipl etkilesimi agiga c¢ikarilabilmek igin
immiingoktiirme yontemi kullanilmustir. Sekil 30 ve Sekil 31°de acik¢a gosterildigi gibi
normoksik kosullarda Wip1-ULK1 etkilesimi goriilmesine ek olarak hipoksik kosullarda da her
iki proteinin miktarinin artig gosterdigi tespit edilmistir. Elde edilen bu veriler kapsaminda

hipoksi ile indiikli otofaji de Wip1 varliginin ULK 1 defosforilasyonunu artirdig1 gosterilmistir.

5.3. MCF-7 ve SH-SY5Y Hiicrelerinde Wipl Inhibisyonunun Metabolik Stres

Kosullarinda Koloni Olusumuna Etkileri

Sekil 32 ve sekil 33°’de MCF-7 ve SH-SYSY hiicre hatlarinda aclik muamelesinin

hiicrenin koloni olusturabilme kabiliyetine etkileri olup olmadig: test edilmistir. Elde edilen
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veriler dogrultusunda her iki hiicre tipinde de aclik uygulamasinin hiicrenin proliferasyon
yetenegini etkilemedigi gozlemlenmis olup GSK ve HBSS+ GSK uygulanan gruplarda koloni
miktarmin azaldig1 gézlenmistir. Bu durum otofajinin koloni olusturma yeteneginin tesvik
ettigine igaret etmektedir. Sekl 34 ve 35’de hipoksi indiiklii otofajinin hiicrelerin koloni
olusturabilme kabiliyetlerine etkileri gosterilmistir. Hem MCF-7 hemde SH-SYSY hiicre
hatlarinda hipoksik sartlardaproliferasyon yeteneginin daha yiiksek oldugu gozlenmis olup
hipoksik CQ ve hipoksik GSK gruplarinda da normoksik gruplara kiyasla daha ytiksek

proliferasyon gozlemlenmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan ¢calismada, onkogenik Wipl’i asir1 ifade eden MCF-7 meme ve SH-SYSY

noroblastoma hiicre hatlarinda aglik ve hipoksi indiiklii otofajide Wip1’in rolii arastirilmistir.
Bu calisma sonucunda elde edilen en 6nemli sonuglar;

1) Hem normoksi hem hipoksi hem de aglik kosullarinda her iki hiicre hattinda da
Wip1’inhibisyonu ile ULK1’ Ser 555 ve Ser757 rezidularindan fosforilasyonun arttigt WB
yontemi ile gosterilmistir. Wipl ve ULKI1’in interaksiyonu da immiingOktiirme yontemi ile

gosterilmistir.

2) Wipl’in GSK ile inhibisyonu sonrasinda hem normoksik hem hipoksik hem de aglik
kosullarinda MCF-7 ve SH-SY5Y hiicre hatlarinda p62 akiimiilasyonunun artis1 otofaji

inhbisyonuna dolayisiyla Wip1’in otofajinin indiiklenmesinde rolii olduguna isaret etmektedir.

3) Bucalisma kapsaminda elde edilen veriler ilk defa Wip1’in ULK 1 un birden fazla bolgeden

defosforilasyonuna aracilik edebilecegine ve hedefleri arasinda bulunabilecegine isaret etmistir.

Literatiirde bu konuda kanser hiicre hatlarinda aglik ve hipoksi gibi kanserin karakteristik
ozellikleri arasinda olan metabolik stresler aracilifiyla otofaji indiiksiyonunda Wipl —ULK1-
etkilesiminin varlig1 ile ilgili herhangi bir calismaya rastlanmamasi ve ilk defa bu tez
kapsaminda arastirilmis olmasi bu ¢alismay1 olduk¢a 6zgiin kilmaktadir.

Elde edilen veriler sonucunda Wipl-ULK etkilesimi agiga ¢ikarilmasina karsin Wipl
fosfatazin otofajide diger basamaklarinda etkili olup olmadigi bilinmemektedir. Ozellikle
hipoksi indiiklii otofajide aktif forma gecen BNIP3 ve BNIP3L gibi ULK kompleksinden dnce
aktif forma gecen proteinlerinin Wipl inhibisyonuna verdigi cevap literatiirde bosluk olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu duruma ek olarak, hem aclik hem de hipoksi indiiklii otofajide
onemli bir yere sahip olan BECNI1 proteinin Wipl inhibisyonuna verdigi cevap

bilinmemektedir.

Tez ¢aligmasi boyunca elde edilen veriler otofaji baglangi¢ kompleksinde bulunan ULK

defosforilasyonunda Wipl fosfatazin etkisi lizerine yogunlasmaktadir. Ancak baslangic
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kompleksinde bulunan Atgl3,Atg101 gibi proteinlerin defosforilasyonunda Wip1’in etkili bir
fofataz olup olmadig1 bilinmemektedir. Biitiin bunlarin yaninda Wip1 inhibisyonu araciligiyla

baskilanan otofajinin invazyona etkileri bilinmemektedir.

Biitlin bunlara ek olarak otofaji modiilasyonu ile kanser inhibisyonunun umut vadeden
bir yaklagim tiiri olmasi; Wipl aracili otofajinin invazyon ve metastaza etkilerinin

arastirilmaya deger olduguna isaret etmektedir.

84



KAYNAKLAR

Altman, B. J., J. C. Rathmell (2012). "Metabolic stress in autophagy and cell death pathways."
Cold Spring Harbor Perspective in Biology 4(9):a008763.
doi:10.1101/cshperspect.a008763

Aron, R., Pellegrini, P. ,Green, E. W. , Maddison, D. C., Opoku-Nsiah, K., Oliveira, A. O.,
Wong, J. S., Daub, A. C., Giorgini, F., Muchowski, P., Finkbeiner, S. (2020). "Publisher
Correction: Deubiquitinase Uspl12 functions noncatalytically to induce autophagy and

confer neuroprotection in models of Huntington's disease." Nature Communications

11(1): 2374. doi: 10.1038/s41467-020-16216-6

Axe, E. L., Walker, S. A., Manifava, M., Chandra, P., Roderick, H. L., Habermann, A.,
Griffiths, G., Ktistakis, N. T. (2008). "Autophagosome formation from membrane
compartments enriched in phosphatidylinositol 3-phosphate and dynamically connected
to the endoplasmic reticulum." Journal  Cell Biology 182(4): 685-701. doi:
10.1083/jcb.200803137

Azad, M. B., Chen, Y., Henson, E. S., Cizeau, J., McMillan-Ward, E., Israels, S. J., Gibson, S.
B. (2008). "Hypoxia induces autophagic cell death in apoptosis-competent cells through
a mechanism involving BNIP3." Autophagy 4(2): 195-204. doi: 10.4161/auto.5278

Azad, M. B., S. B. Gibson (2010). "Role of BNIP3 in proliferation and hypoxia-induced
autophagy: implications for personalized cancer therapies." Annals of the New York

Academic of Sciences 1210: 8-16. doi: 10.4161/auto.5278

Bai, L. Y., Chiu, C. F. Chu, P. C., Lin, W. Y., Chiu, S. J., Weng, J. R. (2016). "A triterpenoid
from wild bitter gourd inhibits breast cancer cells." Scientific Reports 6: 22419. doi:
10.1038/srep22419

Band, M., Joel, A., Hernandez, A., Avivi, A. (2009). "Hypoxia-induced BNIP3 expression and
mitophagy: in vivo comparison of the rat and the hypoxia-tolerant mole rat, Spalax

ehrenbergi." FASEB Journal 23(7): 2327-2335. doi: 10.1096/1].08-122978

Bellot, G., Garcia-Medina, R., Gounon, P., Chiche, J., Roux, D., Pouyssegur, J., Mazure, N. M.
(2009). "Hypoxia-induced autophagy is mediated through hypoxia-inducible factor

85



induction of BNIP3 and BNIP3L via their BH3 domains." Molecular and Cellular
Biology 29(10): 2570-2581. doi: 10.1128/MCB.00166-09

Belounis, A., Nyalendo, C., Le Gall, R., Imbriglio, T. V., Mahma, M., Teira, P., Beaunoyer, M.

Cournoyer, S., Haddad, E., Vassal, G., Sartelet, H. (2016). "Autophagy is associated with
chemoresistance in neuroblastoma." BMC Cancer 16(1): 891. doi: 10.1186/s12885-016-
2906-9

Blackford, A. N., S. P. Jackson (2017). "ATM, ATR, and DNA-PK: The Trinity at the Heart
of the DNA Damage Response." Molecular Cell 66(6): doi:801-817.
10.1016/j.molcel.2017.05.015

Boutelle, A. M., L. D. Attardi (2021). "p53 and Tumor Suppression: It Takes a Network."
Trends Cell Biology 31(4): 298-310. doi: 10.1016/j.tcb.2020.12.011

Bujak, A. L., Crane, J. D., Lally, J. S., Ford, R. J., Kang, S. J., Rebalka, I. A., Green, A. E.,
Kemp, B. E., Hawke, T. J., Schertzer, J. D., Steinberg, G. R. (2015). "AMPK activation
of muscle autophagy prevents fasting-induced hypoglycemia and myopathy during
aging." Cell Metabolism 21(6): 883-890. doi: 10.1016/j.cmet.2015.05.016

Canto, C., J. Auwerx (2010). "AMP-activated protein kinase and its downstream transcriptional
pathways." Cellular and Molecular Life Sciences 67(20): 3407-3423. doi:
10.1007/s00018-010-0454-z

Casas, K., Bykhovskaya, Y., Mengesha, E., Wang, D., Yang, H., Taylor, K., Inbal, A., Fischel-
Ghodsian, N. (2004). "Gene responsible for mitochondrial myopathy and sideroblastic

anemia (MSA) maps to chromosome 12q24.33." American Journal of Medical Genetics

Part A 127A(1): 44-49. doi: 10.1002/ajmg.a.20652

Cechakova, L., Cechakova, L., Ondrej, M., Pavlik, V., Jost, P., Cizkova, D., Bezrouk, A.,
Pejchal, J., Amaravadi, R. K., Winkler, J. D., Tichy, A. (2019). "A Potent Autophagy
Inhibitor (Lys05) Enhances the Impact of Ionizing Radiation on Human Lung Cancer
Cells HI1299." International Journal of Molecular Sciences 20(23). doi:
10.3390/ijms20235881

Chang, D., Chang, D., Nalls, M. A., Hallgrimsdottir, I. B., Hunkapiller, J., van der Brug, M.,
Cai, F., International Parkinson's Disease Genomics, Consortium and Me Research,

Team,, Kerchner, G. A., Ayalon, G., Bingol, B. Sheng, M., Hinds, D., Behrens, T. W.,
Singleton, A. B., Bhangale, T. R., Graham, R. R.. (2017). "A meta-analysis of genome-

86



wide association studies identifies 17 new Parkinson's disease risk loci." Nature Genetics

49(10): 1511-1516. doi: 10.1038/ng.3955

Cocco, S., Leone, A., Piezzo, M., Caputo, R., Di Lauro, V.,Di Rella, F., Fusco, G., Capozzi,
M., Gioia, G. D., Budillon, A., De Laurentiis, M. (2020). "Targeting Autophagy in Breast
Cancer."  International  Journal of  Molecular  Sciences  21(21). doi:

10.3390/1jms21217836

Corona Velazquez, A. F. ,W. T. Jackson (2018). "So Many Roads: the Multifaceted Regulation
of Autophagy Induction." Molecular and Cellular Biology 38(21). doi:
10.1128/MCB.00303-18

Czarny, P., Pawlowska, E., Bialkowska-Warzecha, J., Kaarniranta, K., Blasiak, J. (2015).
"Autophagy in DNA damage response." International Journal of Molecular Sciences

16(2): 2641-2662 doi: 10.3390/ijms16022641

De Duve, C., R. Wattiaux (1966). "Functions of lysosomes." Annual Review of Physiology 28:
435-492. doi: 10.1146/annurev.ph.28.030166.002251

Deng, W., Li, J., Dorrah, K., Jimenez-Tapia, D., Arriaga, B.,Hao, Q., Cao, W., Gao, Z.,
Vadgama, J., Wu, Y. (2020). "The role of PPM1D in cancer and advances in studies of
its  inhibitors."  Biomedicine &  Pharmacotherapy___125: 109956.  doi:
10.1016/j.biopha.2020.109956

DePavia, A., Jonasch, E., Liu, X. D. (2016). "Autophagy degrades hypoxia inducible factors."
Molecular & Cellular Oncology 3(2): e1104428. doi: 10.1080/23723556.2015.1104428

Eales, K. L., Hollinshead, K. E., Tennant, D. A. (2016). "Hypoxia and metabolic adaptation of
cancer cells." Oncogenesis 5: €190. doi: 10.1038/oncsis.2015.50

Edelman, G. M. (1974). "Origins and mechanisms of specificity in clonal selection." Society of

General Physiologists Series 29: 1-38.

Egan, D. F., Shackelford, D. B., Mihaylova, M. M., Gelino, S., Kohnz, R. A., Mair, W.,
Vasquez, D. S., Joshi, A., Gwinn, D. M., Taylor, R., Asara, J. M., Fitzpatrick, J., Dillin,
A., Viollet, B., Kundu, M., Hansen, M., Shaw, R. J. (2011). "Phosphorylation of ULK1
(hATGI1) by AMP-activated protein kinase connects energy sensing to mitophagy."

Science 331(6016): 456-461. doi: 10.1126/science.1196371

87



Eng, K. E., Panas, M. D., Karlsson Hedestam, G. B., Mclnerney, G. M. (2010). "A novel
quantitative flow cytometry-based assay for autophagy." Autophagy 6(5): 634-641. doi:
10.4161/auto0.6.5.12112

Eun, S. Y., Lee, J. N,, Nam, I. K., Liu, Z. Q., So, H. S., Choe, S. K., Park, R. (2018). "PEX5
regulates autophagy via the mTORCI-TFEB axis during starvation." Experimental &
Molecular Medicine 50(4): 1-12. doi: 10.1038/s12276-017-0007-8

Fritzen, A. M., Madsen, A. B., Kleinert, M., Treebak, J. T., Lundsgaard, A. M., Jensen, T. E.,
Richter, E. A., Wojtaszewski, J., Kiens, B., Frosig, C. (2016). "Regulation of autophagy
in human skeletal muscle: effects of exercise, exercise training and insulin stimulation."

The Journal of Physiology 594(3): 745-761. doi: 10.1113/JP271405

Gilmartin, A. G., Faitg, T. H., Richter, M., Groy, A., Seefeld, M. A., Darcy, M. G., Peng, X.
Federowicz, K., Yang, J., Zhang, S. Y., Minthorn, E., Jaworski, J. P., Schaber, M.,
Martens, S., McNulty, D. E., Sinnamon, R. H., Zhang, H., Kirkpatrick, R. B., Nevins, N.,
Cui, G., Pietrak, B., Diaz, E., Jones, A., Brandt, M., Schwartz, B., Heerding, D. A.,
Kumar, R. (2014). "Allosteric Wipl phosphatase inhibition through flap-subdomain
interaction." Nature Chemical Biology 10(3): 181-187. doi: 10.1038/nchembio.1427

Goel, S., et al. (2015). "K-Ras, intestinal homeostasis and colon cancer." Current Clinical

Pharmacology 10(1): 73-81. doi: 10.2174/1574884708666131111204440

Goldsmith, J., Levine, B., Debnath, J. (2014). "Autophagy and cancer metabolism." Methods
in Enzymology 542: 25-57. doi: 10.1016/B978-0-12-416618-9.00002-9

Grasso, D., Renna, F. J., Vaccaro, M. L. (2018). "Initial Steps in Mammalian Autophagosome
Biogenesis." Frontiers in Cell and Developmental Biology 6: 146. doi:
10.3389/fcell.2018.00146

Gross, A. S., M. Graef (2020). "Mechanisms of Autophagy in Metabolic Stress Response."
Journal of Molecular Biology 432(1): 28-52. doi: 10.1016/j.jmb.2019.09.005

Guclu, H., Doganlar, Z. B., Gurlu, V. P., Ozal, A., Dogan, A., Turhan, M. A., Doganlar, O.
(2018). "Effects of cisplatin-5-fluorouracil combination therapy on oxidative stress, DNA
damage, mitochondrial apoptosis, and death receptor signalling in retinal pigment
epithelium cells." Cutaneous and Ocular Toxicology 37(3): 291-304. doi:
10.1080/15569527.2018.1456548

88



Guo, J. Y., Chen, H. Y., Mathew, R., Fan, J., Strohecker, A. M., Karsli-Uzunbas, G.,
Kamphorst, J. J., Chen, G., Lemons, J. M., Karantza, V., Coller, H. A., Dipaola, R. S.,
Gelinas, C., Rabinowitz, J. D., White, E. (2011). "Activated Ras requires autophagy to
maintain oxidative metabolism and tumorigenesis." Genes & Development 25(5): 460-

470. doi: 10.1101/gad.2016311

Hamanaka, R. B., N. S. Chandel (2010). "Mitochondrial reactive oxygen species regulate
cellular signaling and dictate biological outcomes." Trends in Biochemical Sciences

35(9): 505-513. doi: 10.1016/j.tibs.2010.04.002
Hasnat, M., Yuan, Z., Naveed, M., Khan, A., Raza, F., Xu, D., Ullah, A., Sun, L., Zhang, L.

Jiang, Z. (2019). "Drpl-associated mitochondrial dysfunction and mitochondrial autophagy: a
novel mechanism in triptolide-induced hepatotoxicity." Cell Biology and Toxicology

35(3): 267-280. doi: 10.1007/s10565-018-9447-8

Herhaus, L., Bhaskara, R. M., Lystad, A. H., Gestal-Mato, U., Covarrubias-Pinto, A., Bonn, F.,
Simonsen, A., Hummer, G., Dikic, I. (2020). "TBK1-mediated phosphorylation of LC3C
and GABARAP-L2 controls autophagosome shedding by ATG4 protease." EMBO
Reports 21(1): €48317. doi: 10.15252/embr.201948317

Houtman, J., Freitag, K., Gimber, N., Schmoranzer, J., Heppner, F. L., Jendrach, M. (2019).
"Beclinl-driven autophagy modulates the inflammatory response of microglia via

NLRP3." EMBO Journals_38(4). doi: 10.15252/embj.201899430

Hoyer-Hansen, M., M. Jaattela (2007). "AMP-activated protein kinase: a universal regulator
of autophagy?" Autophagy 3(4): 381-383. doi: 10.4161/auto.4240

Hurley, J. H., L. N. Young (2017). "Mechanisms of Autophagy Initiation." Annual Review of
Biochemistry 86: 225-244. doi: 10.1146/annurev-biochem-061516-044820

Inami, Y., Waguri, S., Sakamoto, A., Kouno, T., Nakada, K., Hino, O., Watanabe, S., Ando, J.,
Iwadate, M., Yamamoto, M., Lee, M. S., Tanaka, K., Komatsu, M. (2011). "Persistent
activation of Nrf2 through p62 in hepatocellular carcinoma cells." Journal of Cell Biology

193(2): 275-284. doi: 10.1083/jcb.201102031

Janssen, A. F. J., Katrukha, E. A., van Straaten, W., Verlhac, P., Reggiori, F., Kapitein, L. C.
(2018). "Probing aggrephagy using chemically-induced protein aggregates." Nature
Communications 9(1): 4245. doi: 10.1038/s41467-018-06674-4

89



Jia, B., Xue, Y., Yan, X, Li, J.,, Wu, Y., Guo, R., Zhang, J., Zhang, L., Li, Y., Liu, Y., Sun, L.
(2018). "Autophagy inhibitor chloroquine induces apoptosis of cholangiocarcinoma cells

via endoplasmic reticulum stress." Oncology Letters__16(3): 3509-3516. doi:
10.3892/01.2018.9131

Joshi, A., Iyengar, R., Joo, J. H., Li-Harms, X. J., Wright, C., Marino, R., Winborn, B. J.,
Phillips, A., Temirov, J., Sciarretta, S., Kriwacki, R., Peng, J., Shelat, A., Kundu, M.

(2016). "Nuclear ULK1 promotes cell death in response to oxidative stress through
PARP1." Cell Death & Differentiation 23(2): 216-230. doi: 10.1038/cdd.2015.88

Kang, S. A., Pacold, M. E., Cervantes, C. L., Lim, D., Lou, H. J., Ottina, K., Gray, N. S., Turk,
B. E., Yaffe, M. B., Sabatini, D. M. (2013). "mTORC1 phosphorylation sites encode their

sensitivity to starvation and rapamycin." Science 341(6144): 1236566. doi:
10.1126/science.1236566

Katheder, N. S., Khezri, R., O'Farrell, F., Schultz, S. W., Jain, A., Rahman, M. M., Schink, K.
0., Theodossiou, T. A., Johansen, T., Juhasz, G., Bilder, D., Brech, A., Stenmark, H.,
Rusten, T. E. (2017). "Microenvironmental autophagy promotes tumour growth." Nature

541(7637): 417-420. doi: 10.1038/nature20815

Kaushik, S., Singh, R., Cuervo, A. M. (2010). "Autophagic pathways and metabolic stress."
Diabetes, Obesity and Metabolism__12 Suppl 2: 4-14. doi: 10.1111/1.1463-
1326.2010.01263.x

Keller, J. N., Dimayuga, E., Chen, Q., Thorpe, J., Gee, J., Ding, Q. (2004). "Autophagy,
proteasomes, lipofuscin, and oxidative stress in the aging brain." International Journal of

Biochemistry & Cell Biology 36(12): 2376-2391. doi: 10.1016/j.biocel.2004.05.003

Khandia, R., Dadar, M., Munjal, A., Dhama, K., Karthik, K., Tiwari, R., Yatoo, M. 1., Igbal,
H., M. N, Singh, K. P., Joshi, S. K., Chaicumpa, W. (2019). "A Comprehensive Review
of Autophagy and Its Various Roles in Infectious, Non-Infectious, and Lifestyle Diseases:

Current Knowledge and Prospects for Disease Prevention, Novel Drug Design, and

Therapy." Cells 8(7). doi: 10.3390/cells8070674

Kim, M. S., Jeong, E. G., Ahn, C. H., Kim, S. S., Lee, S. H., Yoo, N. J. (2008). "Frameshift
mutation of UVRAG, an autophagy-related gene, in gastric carcinomas with
microsatellite  instability."  Human  Pathology__ 39(7):  1059-1063.  doi:
10.1016/j.humpath.2007.11.013

90



Kimura, T., Takabatake, Y., Takahashi, A., Isaka, Y. (2013). "Chloroquine in cancer therapy:
a double-edged sword of autophagy." Cancer Research_73(1): 3-7. doi: 10.1158/0008-
5472.CAN-12-2464

Kung, C. P., Budina, A., Balaburski, G., Bergenstock, M. K., Murphy, M. (2011). "Autophagy
in tumor suppression and cancer therapy." Critical Reviews in Eukaryotic Gene

Expression 21(1): 71-100. doi: 10.1615/critreveukargeneexpr.v21.i1.50

Lamark, T., T. Johansen (2021). "Mechanisms of Selective Autophagy." Annual Review of Cell
and Developmental Biology 37: 143-169. doi: 10.1146/annurev-cellbio-120219-035530

Lazarus, M. B., Novotny, C. J., Shokat, K. M. (2015). "Structure of the human autophagy
initiating kinase ULK 1 in complex with potent inhibitors." ACS Chemical Biology 10(1):
257-261. doi: 10.1021/cb500835z

Liang, X., Tang, J., Liang, Y., Jin, R., Cai, X. (2014). "Suppression of autophagy by chloroquine
sensitizes S-fluorouracil-mediated cell death in gallbladder carcinoma cells."

Cell&Biosciences 4(1): 10. doi: 10.1186/2045-3701-4-10

Lim, H., Lim, Y. M., Kim, K. H., Jeon, Y. E., Park, K., Kim, J., Hwang, H. Y., Lee, D. J.,
Pagire, H., Kwon, H. J., Ahn, J. H., Lee, M. S. (2018). "A novel autophagy enhancer as
a therapeutic agent against metabolic syndrome and diabetes." Nature Communications

9(1): 1438. doi: 10.1038/s41467-018-03939-w

Liu, D., Wu, H., Wang, C.,Li, Y., Tian, H., Siraj, S., Sehgal, S. A., Wang, X., Wang, J., Shang,
Y., Jiang, Z., Liu, L., Chen, Q. (2019). "STING directly activates autophagy to tune the
innate immune response." Cell Death <& Differentiation 26(9): 1735-1749. doi:
10.1038/s41418-018-0251-z

Lock, R., Roy, S.,Kenific, C. M.,Su, J. S.,Salas, E.,Ronen, S. M., Debnath, J. (2011).
"Autophagy facilitates glycolysis during Ras-mediated oncogenic transformation."

Molecular Biology of the Cell 22(2): 165-178. doi: 10.1091/mbc.E10-06-0500

Losier, T. T., Akuma, M., McKee-Muir, O. C., LeBlond, N. D., Suk, Y., Alsaadi, R. M., Guo,
Z.,Reshke, R., Sad, S., Campbell-Valois, F. X., Gibbings, D. J., Fullerton, M. D., Russell,
R. C. (2019). "AMPK Promotes Xenophagy through Priming of Autophagic Kinases
upon Detection of Bacterial Outer Membrane Vesicles." Cell Reports 26(8): 2150-2165
€2155. doi: 10.1016/j.celrep.2019.01.062

91



Lowe, J., Cha, H., Lee, M. O., Mazur, S. J., Appella, E., Fornace, A. J., Jr. (2012). "Regulation
of the Wip1 phosphatase and its effects on the stress response." Frontiers in Bioscience-

Landmark_17(4): 1480-1498. doi: 10.2741/3999

Mamet-Bratley, M. D., B. Karska-Wysocki (1982). "Role of 3-methyladenine-DNA
glycosylase in host-cell reactivation of methylated T7 bacteriophage." Biochimica et

Biophysica Acta 698(1): 29-34. doi: 10.1016/0167-4781(82)90180-4

Manganelli, V., Salvatori, 1., Costanzo, M., Capozzi, A., Caissutti, D., Caterino, M., Valle, C.,
Ferri, A., Sorice, M., Ruoppolo, M., Garofalo, T., Misasi, R. (2021). "Overexpression of
Neuroglobin Promotes Energy Metabolism and Autophagy Induction in Human

Neuroblastoma SH-SYSY Cells." Cells 10(12). doi: 10.3390/cells10123394

Mathew, R., Karp, C. M., Beaudoin, B., Vuong, N., Chen, G., Chen, H. Y., Bray, K., Reddy,
A., Bhanot, G., Gelinas, C., Dipaola, R. S., Karantza-Wadsworth, V., White, E. (2009).
"Autophagy suppresses tumorigenesis through elimination of p62." Cells 137(6): 1062-
1075. doi: 10.1016/j.cell.2009.03.048

Maycotte, P., Aryal, S., Cummings, C. T., Thorburn, J., Morgan, M. J., Thorburn, A. (2012).
"Chloroquine sensitizes breast cancer cells to chemotherapy independent of autophagy."

Autophagy 8(2): 200-212. doi: 10.4161/auto.8.2.18554

Mazure, N. M., J. Pouyssegur (2010). "Hypoxia-induced autophagy: cell death or cell
survival?"  Current  Opinion in  Cell Biology  22(2): 177-180. doi:
10.1016/j.ceb.2009.11.015

Michel, M., Schwarten, M.,Decker, C., Nagel-Steger, L., Willbold, D., Weiergraber, O. H.
(2015). "The mammalian autophagy initiator complex contains 2 HORMA domain
proteins." Autophagy 11(12): 2300-2308. doi: 10.1080/15548627.2015.1076605

Mulcahy Levy, J. M., A. Thorburn (2020). "Autophagy in cancer: moving from understanding
mechanism to improving therapy responses in patients." Cell Death & Differentiation

27(3): 843-857. doi: 10.1038/541418-019-0474-7

Nemazanyy, 1., Blaauw, B.,Paolini, C.,Caillaud, C., Protasi, F.,Mueller, A., Proikas-Cezanne,
T., Russell, R. C., Guan, K. L., Nishino, I., Sandri, M., Pende, M., Panasyuk, G. (2013).
"Defects of Vpsl5 in skeletal muscles lead to autophagic vacuolar myopathy and
lysosomal disease." EMBO  Molecular — Medicine  5(6): 870-890. doi:
10.1002/emmm.201202057

92



Oshima, M., Seki, T., Kurauchi, Y., Hisatsune, A., Katsuki, H. (2019). "Reciprocal Regulation
of Chaperone-Mediated Autophagy/Microautophagy and Exosome Release." Biological
and Pharmaceutical Bulletin 42(8): 1394-1401. doi: 10.1248/bpb.b19-00316

Park, S., Zuber, C., Roth, J. (2020). "Selective autophagy of cytosolic protein aggregates
involves ribosome-free rough endoplasmic reticulum." Histochemistry and Cell Biology

153(2): 89-99. doi: 10.1007/s00418-019-01829-w

Pasquier, B. (2015). "SAR405, a PIK3C3/Vps34 inhibitor that prevents autophagy and
synergizes with MTOR inhibition in tumor cells." Autophagy 11(4): 725-726. doi:
10.1080/15548627.2015.1033601

Pechackova, S., Burdova, K., Macurek, L. (2017). "WIP1 phosphatase as pharmacological
target in cancer therapy." Journal of Molecular Medicine 95(6): 589-599. doi:
10.1007/s00109-017-1536-2

Puente, C., Hendrickson, R. C., Jiang, X. (2016). "Nutrient-regulated Phosphorylation of
ATGI13 Inhibits Starvation-induced Autophagy." Journal of Biological Chemistry
291(11): 6026-6035. doi: 10.1074/jbc.M115.689646

Pugsley, H. R. (2017). "Quantifying autophagy: Measuring LC3 puncta and autolysosome
formation in cells using multispectral imaging flow cytometry." Methods 112: 147-156.
doi: 10.1016/j.ymeth.2016.05.022

Ragusa, M. J., Stanley, R. E., Hurley, J. H. (2012). "Architecture of the Atgl7 complex as a
scaffold for autophagosome biogenesis." Cell 151(7): 1501-1512. doi:
10.1016/j.cell.2012.11.028

Raj, S., Chandel, V., Kumar, A., Kesari, K. K.,Asthana, S., Ruokolainen, J., Kamal, M. A.,
Kumar, D. (2020). "Molecular mechanisms of interplay between autophagy and
metabolism in cancer." Life Sciences 259: 118184. doi: 10.1016/5.15.2020.118184

Rangwala, R., Chang, Y. C.,Hu, J.,Algazy, K. M., Evans, T. L, Fecher, L. A., Schuchter, L. M.,
Torigian, D. A., Panosian, J. T., Troxel, A. B., Tan, K. S., Heitjan, D. F., DeMichele, A.
M., Vaughn, D. J., Redlinger, M., Alavi, A., Kaiser, J., Pontiggia, L., Davis, L. E.,
O'Dwyer, P. J., Amaravadi, R. K. (2014). "Combined MTOR and autophagy inhibition:
phase I trial of hydroxychloroquine and temsirolimus in patients with advanced solid

tumors and melanoma." Autophagy 10(8): 1391-1402. doi: 10.4161/auto.29119

93



Salminen, A., Kaarniranta, K.,Kauppinen, A., Ojala, J., Haapasalo, A., Soininen, H., Hiltunen,
M. (2013). "Impaired autophagy and APP processing in Alzheimer's disease: The
potential role of Beclin 1 interactome." Progress in Neurobiology 106-107: 33-54. doi:
10.1016/j.pneurobio.2013.06.002

Schott, C. R., Ludwig, L., Mutsaers, A. J., Foster, R. A., Wood, G. A. (2018). "The autophagy
inhibitor spautin-1, either alone or combined with doxorubicin, decreases cell survival

and colony formation in canine appendicular osteosarcoma cells." PLoS One 13(10):

€0206427. doi: 10.1371/journal.pone.0206427

Schuck, S. (2020). "Microautophagy - distinct molecular mechanisms handle cargoes of many

sizes." Journal of Cell Science 133(17). doi: 10.1242/jcs.246322

Seront, E., Boidot, R., Bouzin, C., Karroum, O., Jordan, B. F., Gallez, B., Machiels, J. P.,
Feron, O. (2013). "Tumour hypoxia determines the potential of combining mTOR and
autophagy inhibitors to treat mammary tumours." British Journal of Cancer 109(10):

2597-2606. doi: 10.1038/bjc.2013.644

Sofer, A., Lei, K., Johannessen, C. M., Ellisen, L. W. (2005). "Regulation of mTOR and cell
growth in response to energy stress by REDD1." Molecular and Cellular Biology 25(14):
5834-5845. doi: 10.1128/MCB.25.14.5834-5845.2005

Soni, S., Y. S. Padwad (2017). "HIF-1 in cancer therapy: two decade long story of a
transcription factor." Acta Oncologica 56(4): 503-515. doi:
10.1080/0284186X.2017.1301680

Stavoe, A. K. H., Holzbaur, E. L. F. (2020). "Neuronal autophagy declines substantially with
age and is rescued by overexpression of WIPI2." Autophagy 16(2): 371-372. doi:
10.1080/15548627.2019.1695401

Takamura, A., Komatsu, M., Hara, T., Sakamoto, A.,Kishi, C., Waguri, S., Eishi, Y., Hino, O.,
Tanaka, K., Mizushima, N. (2011). "Autophagy-deficient mice develop multiple liver
tumors." Genes & Development 25(8): 795-800. doi: 10.1101/gad.2016211

Takats, S., Toth, S., Szenci, G., Juhasz, G. (2019). "Investigating Non-selective Autophagy in
Drosophila." Methods in Molecular Biology 1880: 589-600. doi: 10.1007/978-1-4939-
8873-0 38

94



Takeshige, K., Baba, M., Tsuboi, S., Noda, T., Ohsumi, Y. (1992). "Autophagy in yeast
demonstrated with proteinase-deficient mutants and conditions for its induction." Journal

of Cell Biology 119(2): 301-311. doi: 10.1083/jcb.119.2.301

Tan, Q., Wang, M.,Yu, M., Zhang, J., Bristow, R. G., Hill, R. P., Tannock, L. F. (2016). "Role
of Autophagy as a Survival Mechanism for Hypoxic Cells in Tumors." Neoplasia 18(6):
347-355. doi: 10.1016/j.ne0.2016.04.003

Tan, X., Azad, S., Ji, X. (2018). "Hypoxic Preconditioning Protects SH-SY5Y Cell against
Oxidative Stress through Activation of Autophagy." Cell Transplantation 27(12): 1753-
1762. doi: 10.1177/0963689718760486

Torii, S., Yoshida, T., Arakawa, S., Honda, S., Nakanishi, A., Shimizu, S. (2016).
"Identification of PPM1D as an essential Ulkl phosphatase for genotoxic stress-induced

autophagy." EMBO Reports 17(11): 1552-1564. doi: 10.15252/embr.201642565

Tracy, K., Dibling, B. C., Spike, B. T., Knabb, J. R., Schumacker, P., Macleod, K. F. (2007).
"BNIP3 is an RB/E2F target gene required for hypoxia-induced autophagy." Molecular
and Cellular Biology 27(17): 6229-6242. doi: 10.1128/MCB.02246-06

Wang, G. L., Jiang, B. H., Rue, E. A., Semenza, G. L. (1995). "Hypoxia-inducible factor 1 is a
basic-helix-loop-helix-PAS heterodimer regulated by cellular O2 tension." Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America 92(12): 5510-5514.
doi: 10.1073/pnas.92.12.5510

Weidberg, H., Shpilka, T., Shvets, E., Abada, A., Shimron, F., Elazar, Z. (2011). "LC3 and
GATE-16 N termini mediate membrane fusion processes required for autophagosome

biogenesis." Developmental Cell 20(4): 444-454. doi: 10.1016/j.devcel.2011.02.006

Weidberg, H., Shvets, E., Shpilka, T., Shimron, F., Shinder, V., Elazar, Z. (2010). "LC3 and
GATE-16/GABARAP subfamilies are both essential yet act differently in
autophagosome  biogenesis." EMBO  Journals  29(11):  1792-1802.  doi:
10.1038/emboj.2010.74

White, E., R. S. DiPaola (2009). "The double-edged sword of autophagy modulation in cancer."
Clinical Cancer Research_15(17): 5308-5316. doi: 10.1158/1078-0432.CCR-07-5023

Whitney, M. L., Jefferson, L. S., Kimball, S. R. (2009). "ATF4 is necessary and sufficient for
ER stress-induced upregulation of REDDI1 expression." Biochemical and Biophysical
Research Communications 379(2): 451-455. doi: 10.1016/j.bbrc.2008.12.079

95



Wigerup, C., Pdhlman, S., Bexell, D. (2016). "Therapeutic targeting of hypoxia and hypoxia-
inducible factors in cancer." Pharmacology & Therapeutics__164: 152-169.
doi:10.1016/j.pharmthera.2016.04.009

Wolff, N. C., Vega-Rubin-de-Celis, S., Xie, X. J., Castrillon, D. H., Kabbani, W., Brugarolas,
J. (2011). "Cell-type-dependent regulation of mTORC1 by REDDI1 and the tumor
suppressors TSC1/TSC2 and LKBI in response to hypoxia." Molecular and Cellular
Biology 31(9): 1870-1884. doi: 10.1128/MCB.01393-10

Wu, H. M., Jiang, Z. F., Ding, P. S., Shao, L. J., Liu, R. Y. (2015). "Hypoxia-induced autophagy
mediates cisplatin resistance in lung cancer cells." Scientific Reports_5: 12291. doi:

10.1038/srep12291

Yoshii, S. R., N. Mizushima (2017). "Monitoring and Measuring Autophagy." International
Journal of Molecular Sciences 18(9). doi: 10.3390/ijms18091865

Yun, C. W. ,S. H. Lee (2018). "The Roles of Autophagy in Cancer." International Journal of
Molecular Sciences 19(11). doi: 10.3390/ijms19113466

Zaarour, R. F., Azakir, B., Hajam, E. Y., Nawafleh, H., Zeinelabdin, N. A., Engelsen, A. S. T.,
Thiery, J., Jamora, C., Chouaib, S. (2021). "Role of Hypoxia-Mediated Autophagy in
Tumor Cell Death and Survival." Cancers (Basel) 13(3). doi: 10.3390/cancers13030533

Zachari, M., 1. G. Ganley (2017). "The mammalian ULK1 complex and autophagy initiation."
Essays Biochemistry 61(6): 585-596. doi: 10.1042/EBC20170021

Zhu, W., Qu, H..Xu, K., Jia, B.,Li, H.,Du, Y.Liu, G.,Wei, H. J., Zhao, H. Y. (2017).
"Differences in the starvation-induced autophagy response in MDA-MB-231 and MCF-
7 breast cancer cells." Animal cells and systems__21(3): 190-198. doi:
10.1080/19768354.2017.1330763

96



