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OZET

Giliniimlizde kanser, diinyanin her yerinde siklikla goriilen, yiiksek oranda oliime,
¢ogu zaman da yasam kalitesinin diismesine neden olan, insan dmriiniin uzamasi ile
birlikte artan vakalar sebebiyle arastirmacilarin yogun olarak ilgilendigi ciddi bir
saglik sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kanserin tani ve tedavisine yonelik ¢ok
cesitli stratejiler gelistirilmis olup hala potansiyel terapotik ajanlar {izerine ¢ok sayida

calisma yiiriitiilmektedir.

Kanser vakalarinda hiicrelerin asir1 ¢ogalmast durumu biiyiik bir sorun teskil
etmektedir. Dolayisiyla hiicre dongiisii ve boliinmesinin saglikli bir sekilde
gerceklesmesini saglayan birtakim proteinler, 6nemli birer hedef olarak ortaya
cikmaktadir. Bu baglamda sikline bagimli kinazlar (CDK) son zamanlarda ele
alinmaktadir. CDK'lerin asir1 aktivasyonu sonucunda hiicreler siirekli olarak boliinme
egilimine girerler. Bu nedenle CDK inhibitérleri (CDKi) kanser tedavisinde
kullanilabilmektedir. Bu anlamda purvalanol ve roskovitin (CYC202, seliciclib) gibi,
kendine 6zgli CDK hedeflerinin aktivasyonunu durduran ajanlar ile yapilan
caligmalar sonucunda CDKi tiirevlerinin hiicre sagkalimma ket vuran apoptotik

etkileri ortaya konmaktadir.

Otofaji, hiicrenin eski organel, protein gibi sitoplazmik molekiilleri yikima
ugratilarak, sonucta yenilerinin sentezinde kullanilabilecek amino asit, yag asidi gibi
kiiciik molekiillerin iiretildigi bir nevi geri doniisiim mekanizmasidir. Dolayisiyla
boyle bir mekanizma, aclik benzeri stres kosullarinda hiicrede homeostasinin
saglanmasi i¢in son derece 6nemlidir. Ancak otofajinin, apoptozun yaninda bir diger
hiicre 6liim mekanizmasi olarak da gorev yapabildigi daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
gosterilmistir. Kanserde, otofajinin hiicre sagkalim ve 6liim kararlarinda hangi yone

etki ettigi tartisma konusudur.

xii



Atg5 proteini otofagozomlarin olusmasindaki onemli rolii nedeniyle otofaji siireci
icin gerekli goriilmektedir. Bu tez kapsaminda Atg5 protein varliginin purvalanol ve
roskovitin uygulanan fare embriyonik fibroblast (MEF) hiicrelerindeki apoptoz ve
otofaji siireclerini ve hiicre sagkalimii ne sekilde etkiledigi iizerine caligmalar
yapilmustir. Dogal tip (dt) ve Atg5 ifadesinden yoksun (Atg5") MEF hiicrelerinde,
ila¢c uygulamalarini takiben, otofaji ve apoptoz ile iliskili belirtegler ve otofaji ile
yakindan iligkili olan memeli rapamisin hedefi (mTOR) sinyal yolaginda yer alan

bazi proteinlerin durumlar incelenmistir.

Calismalar sonucunda CDKi tiirevleri ile muamele edilen MEF hiicrelerinde
apoptozun gergeklestigi belirlenmistir. Ayrica bu ilaglarin her iki hiicre hattinda da
Atg5 varligindan bagimsiz olarak otofaji cevabinin ortaya ¢ikmasina neden oldugu
goriilmustiir ki literatiirde Atg5-bagimsiz otofajik sinyal yolaklarimin varlig
gosterilmistir. Yine de, dt hiicrelerin sagkalimmin Atg5™ hiicrelere kiyasla daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Atg5 proteininin apoptozun gerceklesmesindeki bazi
rolleri de daha 6nce yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir. Hiicrenin sagkalim ve 6lim
karar mekanizmalarinin daha iyi anlagilabilmesi i¢in bu bilgilerin de ele alinmasi,

konu iizerine ¢aligmalara devam edilmesi gerekmektedir.

Xiii



ABSTRACT

Cancer is a worldwide problem that causes many deaths, at least a serious decrease in
life quality, and as the cases keep increasing due to a higher lifespan, it has been a
major interest for researchers from all over the world. Many strategies have been
developed for cancer diagnosis and therapy, and there are many ongoing studies

regarding the potential therapeutic agents.

One of the main problems in cases of cancer is the high rate of cell division. Thus,
some key proteins in the regulation of cell cycle arise as important targets for
therapy. In this concept, cyclin-dependent kinases (CDKs) have been greatly studied.
Constant activation of CDKs is known to be responsible for abnormal cell growth.
This suggests that CDK inhibitors (CDKIs) like purvalanol and roscovitine
(CYC202, seliciclib), which inhibit their specific CDK targets, would make
reasonable agents to be investigated. Already, it has been shown that these agents
have apoptotic effects and are important for blocking abnormal division of cancer

cells.

Autophagy is a kind of recycling process in which cytoplasmic components, such as
organelles and protein aggregates, are degraded to yield small molecules, like amino
acids and fatty acids, which can be reused to synthesize new components. It is not
surprising that a mechanism of this kind is useful for a cell to gain homeostasis under
stress conditions, like starvation. However, this mechanism has also been shown to
act as another death mechanism, in addition to apoptosis. Making interpretations on

the role of autophagy in cancer have been somewhat difficult.

Atg5 is a protein that has an important role in autophagosome formation, for which it
has been accepted as a necessary part of the system. In this study, the effects of Atg5

on the mouse embryonic fibroblast (MEF) cells treated with purvalanol and

X1V



roscovitine, regarding autophagy and apoptosis, were investigated. Upon drug
treatments, the markers for autophagy and apoptosis along with proteins in
mammalian target of rapamycin (mTOR) signaling pathway, which are strongly
correlated to autophagy, were investigated in both wild type (wt) and Atg5 knockout
(Atg5”) MEF cells.

As a result, it has been observed that apoptosis is induced in wt and Atg5” MEF cells
both by purvalanol and roscovitine. Our findings also suggested that autophagy is
induced in both wild type and Atg5 knockout MEF cells, indicating an Atg5-
independent non-canonical pathway. These pathways have also been mentioned in
some previous studies. Still, the experiments have demonstrated a higher survival
rate for wild type MEF cells. There are also studies in which the apoptotic effects of
Atg5 protein were mentioned. Thus, it is important to shed light on the many roles of

Atg5 to understand the cell's decision on survival or death.
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. OTOFAJi

Otofaji, hiicredeki biiylik molekiillerin ve organellerin lizozom araciligiyla yikiminin
gerceklestigi katabolik bir siirectir [1]. Makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili
otofaji olmak {izere ii¢ tip otofaji vardir. Bunlardan mikrootofaji, lizozom
memraninin i¢e dogru ¢okerek kargonun igeri alinmasiyla; saperon aracili otofaji ise
kargonun dogrudan lizozom igerisine translokasyonu ile gergeklesir [2].
Makrootofajide (otofaji veya tip Il programli hiicre 6liimii), cift kath bir zara sahip
olan otofagozom adli yapilarin olusmasiyla geri doniisiime ugrayacak olan kargo
cevrelenir, daha sonra bu yapilar lizozom ile birleserek kargonun yikimini
gerceklestiren otolizozom adli yapilart olusturur (Sekil 1.1.1). Yikim sonucunda
ortaya ¢ikan kiiciik molekiiller, yeniden kullanilmak iizere hiicreye geri kazandirilir.
Genel olarak otofaji, hiicrelerde aglik ve stres kosullarinda homeostasinin saglanmasi
ve hiicre sagkalim1 adina ¢ok 6nemli bir mekanizmadir. Ancak asir stres durumunda
bu mekanizmanin hiicre 6liimiine de yol acabildigi bilinmektedir [3]. Otofajik hiicre
6limiinde otofagozom ve otolizozomlar ¢ok sayidadir ve bu mekanizma, Olen
hiicrelerin fagositoz araciligiyla degil de kendi lizozomal enzimleri tarafindan

parcalanmalar1 bakimindan apoptotik hiicre 6liimiinden ayrilir [4].



Lizozom ile birlesme

Nukleasyon Otofagozom

LY a
OTOFAJi
o | 20 e
Oi ller, mino asitler,
;?oatgﬁlz:, .. OO yag asitleri,

4 lipidler,

‘s @

vb.

oe PS @ Kkarbonhidratlar,
@
Aglik,

Stres

Sekil 1.1.1: Otofagozomun olusumu [44].

Besin ve biiyiime sinyallerinin algilanmasi ve bunun iizerine hiicre boliinmesi ve
otofajinin diizenlenmesinde en énemli molekiil memeli rapamisin hedefidir (mTOR)
[3,5]. mTOR, protein sentezi ve otofajiyi diizenleyerek hiicre biiylimesini kontrol
eder. Zengin besin kosullarinda fosfatidilinositol 3-kinaz/Akt (PI3K/Akt) sinyal
yolag1 ilizerinden aktive olan mTOR kinazi, kendi hedeflerinin fosforilasyonunu
saglayarak ribozomal proteinlerin ifadesinde ve protein sentezinin artmasinda rol
oynar. Akt hem Raptorun ana otofaji diizenleyicisi olan mTOR kompleks 1
(mTORC1) kompleksinden ayrilmasina neden olarak hem de mTORC1'in 6nemli bir
negatif regiilatorii olan tuberoskleroz kompleks 1/2'yi (Tscl/2) inhibe ederek
mTORCI aktivitesini destekler (Sekil 1.1.2).

Otofajinin diizenlenmesinde Unc51 benzeri kinaz-1 (ULK-1) proteininin 6nemli bir
rolii bulunur [4,5]. Bu protein, Atgl3 ve fokal adezyon kinaz etkilesimli 200 kDa
protein (FIP200) ile kompleks olusturarak otofagozomlara yonlendirilir ve burada
diger Atg proteinlerinin toplanmasi i¢in 6nciil otofagozomal yapilar1 olusturur. Besin
bakimindan zengin kosullarda mTORCI tarafindan hiperfosforilasyonu gergeklesen
Atgl3 veya Ser757 fosforilasyonu gerceklesen ULK-1 birbirine baglanamaz ve bu
sekilde otofaji baskilanir [2].
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Sekil 1.1.2: Otofajinin gerceklesmesinde rol oynayan mekanizmalar [45].

Yetersiz besin kosullarinda adenozin monofosfat-aktive kinaz (AMPK),
Tscl/Tsc2'nin, mTOR aktivitesi i¢in gerekli bir guanozin trifosfataz (GTPaz) olan
beyinde zenginlestirilmis Ras-homologu (Rheb) baskilamasina yol agar [5]. Biiylime
sinyallerinin azalmasi ile Akt da Tscl/Tsc2 iizerinden mTOR'un baskilanmasina
neden olur. Azalan mTOR aktivitesine bagli olarak otofaji gerceklesir ve protein
sentezi biiyiik Olciide diiserken otofajiden elde edilen enerji ile yalnizca hiicre

sagkalimi i¢in gerekli olan proteinlerin sentezine olanak saglanir.

Nukleasyonun baglamast icin otofaji iligkili proteinlerin (Atg) aktivitesi gereklidir
[2,5]. Bunlardan bazilar1 i¢inde Beklin-1'in de bulundugu Sinif IIT PI3K kompleksini
aktive eder. Bu kompleks Atg5-Atgl2 kompleksinin, Atgl6'nin ve mikrotiibiil iliskili
protein-hafif zincir 3 (LC3) proteini ile fosfatidilserin (PE) molekiiliinden olusan
kompleksin onciil otofagozomal yapiya yonlendirilmesi icin gereklidir. Atg5-Atgl2
ile LC3-PE konjugasyonlar1 ise Atg3, Atg4, Atg7 ve AtglO proteinleri tarafindan
gergeklestirilir (Sekil 1.1.3). Otofagozomun tamamlanmasiyla bu yap1 lizozomlarla

birlesir ve icerideki hidrolazlar sayesinde makromolekiiller yikilir.
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Sekil 1.1.3: Atg12 ve LC3 konjugasyon sistemleri [46]. PE: fosfatidiletanolamin.

1.2. APOPTOZ

Tip I programli hiicre oliimii olarak da bilinen apoptoz ilk olarak 1972 yilinda
tanimlanmistir ve hiicrenin biizlismesi, ¢ekirdek kondensasyonu, DNA kirilmasi,
apoptotik kesecikler adi verilen vesikiilerin olusumu ve hiicre adezyonunun
yitirilmesi gibi belirli morfolojik ve biyokimyasal degisimler ile karakterize bir 6lim

mekanizmasidir (Sekil 1.2.1) [3,6].
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Sekil 1.2.1: Apoptotik hiicrelerde goriilen morfolojik degisimler.

Hiicrede DNA hasar1 tamir edilemez boyutta oldugu zaman ana 6liim mekanizmasi
olarak apoptoz gorev yapar. Digsal yolak (6lim reseptorii yolagi) ve igsel yolak
(mitokondriyal yolak) olmak {iizere iki ana apoptoz sinyal yolagi gosterilmektedir
(Sekil 1.2.2) [3]. Dissal yolak hiicre zarindaki Fas ve benzeri 6liim reseptorlerinin
ilgili ligandlarma baglanmasiyla tetiklenmektedir. Oliim sinyalinin meydana
gelmesiyle Fas-iligkili 6liim bolgesi (FADD) gibi adaptor proteinler ve pro-kaspaz 8
proteinleri reseptor-ligand kompleksine toplanir ve burada molekiller 6lim
indiikleyici sinyal kompleksini (DISC) olusturur. S6z konusu kompleks i¢indeki pro-
kaspaz 8 kesilime ugrayarak aktif kaspaz 8'e doniisiir ve pro-kaspaz 3"l keserek
apoptoz siirecinin baglamasinda ¢cok énemli olan kaspaz 3 proteinini meydana getirir.
Apoptozun tetiklenmesi hangi yoldan baslarsa baslasin mitokondri disg zari, i¢
kisimda bulunan sitokrom c i¢in gecirgen hale gelir ve bu molekiillerin sitozole
saliimi gergeklesir. Burada sitokrom ¢ apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (Apaf-
1) ve pro-kaspaz 9 molekiillerini toplayarak dissal yolaktakine benzer sekilde kaspaz
kaskadinin baglamasma neden olur. Apoptoz ile iliskili diizenleyici proteinlerin

olagandis1 ifadesinin kansere neden olabildigi bilinmektedir.
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Sekil 1.2.2: Apoptozun i¢sel ve digsal yolaklart [47].

B-hiicresi lenfoma-2 (Bcl-2) ailesi apoptozun diizenlenmesinde kilit bir rol oynar [3].
Anti-apoptotik grubu Bcl-2, Bcel-x, Bcl-w, Mcl-1 gibi iiyelerden olusur. Pro-
apoptotik iiyeler arasinda ise Bax, Bak, Bad, Bid, Bik, Bim gibi proteinler bulunur.
Oliim sinyalinin meydana gelmesiyle post-translasyonal modifikasyon gegiren pro-
apoptotik proteinler mitokondriye gider ve burada Bax ve Bak araciligiyla aktivite
gosterirler. Boylece i¢sel yolak tetiklenmis olur. Anti-apoptotik Bcl-2 protein ifadesi
bir¢ok kanser hiicresinde ¢ok yiiksektir. Bu durum kemoterapi ve radyoterapinin

etkilerini 6nemli dl¢iide indirgemektedir [3].
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Sekil 1.2.3: Bcl-2 ailesi proteinlerinin Bcl-2 homoloji bolgeleri [48].

1.3. OTOFAJi VE APOPTOZUN HUCRE SAGKALIM VE OLUM
KARARLARINDAKI ETKILESIMi

Otofaji ve apoptoz arasindaki etkilesim {i¢ farkli sekilde olabilir (Sekil 1.3.1). Bazi
durumlarda bu iki mekanizma hiicre 6liimiiniin ger¢eklesmesi i¢in kooperatif olarak
calisir. BoOyle bir iliski s6z konusu oldugunda mekanizmalardan herhangi biri
calisamazsa digeri onun yerine gorev yapabilir. Ya iki mekanizma da ayni anda
calisirken birinin digerinden daha baskin olmasi s6z konusudur, ya da birinin
calisabilmesi i¢in digerinin ¢alisamaz hale gelmesi gereklidir. Her iki durumda da

hem apoptoz hem de otofaji hiicre Sliimiinii saglamaktadir [7,8].

Otofaji, apoptotik hiicre 6liimii i¢in antagonist gorevi yaparak hiicre sagkalimina
katkida bulunabilmektedir [7]. Hiicreye geri doniisiim ile besin saglayarak,
katlanmamis proteinleri pargalayip ER stresini azaltarak ve bunun gibi yollarla

apoptotik hiicre 6liimiinii baskilar.
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Sekil 1.3.1: Otofaji ve apoptozun hiicre sagkalim ve oliim kararlarindaki
etkilesimi.

Otofaji kendi basina bir 6liim mekanizmasi olarak ¢alismadigi halde baz1 morfolojik
degisimlerin gergeklesmesine olanak taniyarak apoptotik hiicre o6liimiine katkida
bulunabilir [7]. Ornegin apoptotik cisimciklerin olusmas1 ATP gerektiren bir siirectir.
Otofaji araciligiyla saglanan ATP bu morfolojik degisimin gergeklesmesi igin
kullanilir. Ayrica 6len hiicrelerin ¢evredeki fagositler tarafindan parcalanmasi igin
fosfatidilserin tretilerek gerekli sinyaller saglanmalidir ki bu siirecte de otofajinin

hiicreye sagladigi ATP kullanilir.

Otofaji ve apoptoz arasinda molekiiler baglantilar da bulunmaktadir. Ornegin siklikla
otofaji ile birlikte s6zii gecen mTOR sinyal mekanizmasinda gorevli olan bir¢ok
molekiil ayni zamanda apoptozun diizenlenmesi ile iliskilidir. Yine otofaji
proteinlerinden olan Atg5 ile anti-apoptotik Bcl-2 gibi baz1 proteinler hem otofaji

hem de apoptozun diizenlenmesinde gorev almaktadir [7].



1.4. OTOFAJi VE KANSER

Otofajinin kanser hiicrelerinde hem sagkalim hem de o6liime sebep olabildigi
bilinmektedir. Besinin az olmast durumunda geri donilisiimii saglanan molekiiller
sayesinde hiicrenin ihtiya¢ duydugu minimum enerji saglanabilmekte ve bu sekilde
hiicre sagkalimi1 desteklenmektedir. Dolayisiyla kanserin erken asamalarinda otofaji,
glikoliz ile elde edilen enerjiye destek saglayarak hiicrelerin korunmasina neden
olabilir. Ote yandan otofajinin gerceklesemedigi durumda hasar gdrmiis
mitokondrilerin birikmesi sebebiyle hiicrelerde oksidatif stres meydana gelebilir ve
bunun sonucunda DNA'nin da hasar gormesiyle genetik instabilite olusur, boylece
tiimor hiicreleri meydana gelebilir. Bu baglamda otofaji tiimdr baskilanmasi icin de

Onemlidir.

Kanserde otofaji ve apoptoz bazen sinerjistik bir etki yaratirken bazi durumlarda
otofaji ancak apoptozun baskilanmasiyla ortaya ¢ikabilmektedir ki bu durum
kanserin evresine, hiicrenin c¢evresel kosullarina ve uygulanan terapotik stratejiye
baghdir. Ilk bakista kanser icin avantajli bir mekanizma olarak goriilmesine karsin
bircok kanserde otofaji baskilanmis durumdadir ve hiicreler daha farklh
mekanizmalardan faydalanmaktadir. Ancak otofajinin baskilanmamis oldugu kanser
hiicre tiplerinde bu mekanizmay1 baskilamak kemoterapi ve radyoterapinin etkilerini

de arttirabilen bir stratejidir. [2, 3].

Kanserde terapotik strateji belirlenirken kanserin evresi mutlaka dikkate alinmalidir.
Ornegin hiicreler mutajene maruz kaldiginda, mitokondriler hasar alip reaktif oksijen
tirevi (ROS) miktar1 arttifinda, DNA hasar1 meydana geldiginde, otofaji bu
hasarlarla basa c¢ikilmasi i¢in 6nemlidir. Dolayisiyla kansere neden olabilecek
hasarlarin olustugu ilk evrede otofajinin baskilanmasi1 tiimor olusumunu
hizlandirmak anlamina gelecektir. Daha ileri evrelerde, hiicredeki hasarin kontrol
edilemeyecek kadar artmasi durumunda hiicre Sliimii tetiklenebilir. Burada hem
apoptoz hem de otofaji birer 6liim mekanizmasi olarak énemlidir ve herhangi birinin
baskilanmasi yine timor olusumunun hizlanmasina sebep olabilir. Solid tiimor
olusumu durumunda dokunun merkezinde hipoksi ve besin yetersizligi ortaya cikar.

Bu durumda apoptozun tetiklenmesi beklenebilir; ancak bu noktada apoptoz



mekanizmas1 sekteye ugramis olan hiicrelerin secilimi s6z konusudur. Otofajinin
boyle bir kosulda hiicrelere saglayacagi besinlerin sagkalimi destekleyecegi
diigiiniilebilir. Ancak otofaji ayn1 zamanda daha biiyiik hasarlarin meydana
gelmesine ve daha agresif tlimdrlerin olusumunu baskilar [9]. Ayrica hep apoptoz
hem de otofajiden yoksun kalan hiicrelerde nekrotik hiicre 6liimii goriiliir ve bu da
daha agresif kanser olusumu ile iliskili olan inflamasyonu meydana getirir. Bu durum
besin ve oksijen ihtiyacini karsilayan anjiyogeneze Onayak olur. Ancak otofaji,
antianjiyogenik bir etki gosterir [10,11]. Kanser hiicrelerinin yiizeyinde bulunan
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) reseptorleri otofaji ile seci¢i olarak
yikilabilmektedir [12]. Dolayisiyla otofaji, uzun vadede timor gelisimine ket

vurabilmektedir (Sekil 1.4.1) [7].
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Sekil 1.4.1: Otofaji ve apoptozun kanserin farkh evrelerindeki etkileri [49].
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1.5. FARE EMBRYONIK FiBROBLAST HUCRELERI

Genetik olarak tasarlanmis fare modelleri hem in vivo ¢alismalarda hem de in vitro
calismalar i¢in hiicre hatlarinin olusturulmasinda kullanilabilmektedir. Nakavt ve
transgenik fare modellerinden elde edilen fare embriyonik fibroblast (MEF) hiicreleri
(Sekil 1.5.1) ilag hedef ve mekanizmalarinin belirlenmesi i¢in uygun bir sistem
olusturur. Istenilen mutasyona sahip embriyolardan elde edilen bu hiicrelerin
kullanilmasinda bir avantaj, s6z konusu mutasyon embriyonik dénemde 6liimciil olsa
bile elde edilen hiicrelerin arastirmalarda kullanilabilmesidir. Boylece fare modeli
olusturulamayan bu gibi 6liimciil modifikasyonlar iizerine c¢aligsmalar
yiiriitiilebilmektedir. Ayrica bu hiicreler daha sonra farelere nakledilerek in vivo

calismalar i¢in kullanilabilir [13].
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Sekil 1.5.1:

1.6. SIKLINE BAGIMLI KiNAZLAR

Sikline bagimli kinazlar (CDK) hiicre dongiisiindeki 6nemli diizenleyicilerdendir
(Sekil 1.6.1). Bu molekiiller ancak siklin gibi proteinlerle etkilesim halindeyken
serin/treonin kinaz aktivitesi gosterirler. Olusturduklari kompleks CDK aktiflestirici
kinaz (CAK) tarafindan fosforile edilerek gorev yaparken CDK inhibitorleri (CDKi)

tarafindan da baskilanir. S6z konusu molekiillerden herhangi biri islevini kontrollii
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olarak gergeklestiremedigi takdirde hiicre dongilisiinde meydana gelen aksakliklar
timor olusumu ile yakindan ilgilidir. Bu nedenle kanser tedavisinde CDK'lerin
baskilanmasi Onemli bir stratejidir. Bu baglamda bir¢ok CDKi tiirevi kanser

arastirmalarinda test edilmektedir [14].

Hiicre dongiisiiniin farkli evrelerinde farkli CDK'ler gorev alir. CDK4, 5, ve 6 hiicre
dongiisiiniin G1 fazinda islev goriitken CDK2 S fazinda ve CDK1'in yaninda M
fazinda ¢alisir. Kanserde farkli fazlarda, s6z konusu fazla iliskili CDK'lerden

kaynakl1 bir mekanizma bozuklugu siklikla bir problem olarak ortaya ¢ikmaktadir.

e e
£ . INKAA,
@ —

\.

( coks 5,6
‘[ \

@ - —— E

E2F activation

Nature Reviews | Drug Discovery

Sekil 1.6.1: Hiicre dongiisiinde CDK kompleksleri [50].

1.7. PURVALANOL VE ROSKOVITIN

Kanser tedavisinde CDK'lerin hedeflenmesi fakli sekillerde olabilmektedir.
Aktivitelerini saglayan siklin molekiillerinin hedeflenmesi kadar, katalitik
aktivitelerinin dogrudan baskilanmasi da bir stratejidir. CDKi tlirevleri, CDK'lerin

ATP baglanma bolgesine yariscil olarak baglanir ve boylece aktivitelerini engeller.
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Olomisin tiirevi birer purin analogu olan purvalanol ve roskovitinin (CYC202,
seliciclib) (Sekil 1.7.1), ATP baglanma bdlgelerine yarisgil olarak baglandiklari
CDK'ler1 baskilayarak kanser hiicrelerinde boliinmeyi durdurabildikleri ve apoptotik
hiicre oliimiine neden olabildikleri bilinmektedir [14,15]. Purvalanol secici olarak
CDK1 ve 2'yi baskilarken roskovitin 6zellikle CDKI1, 2 ve 5 {izerinde etkilidir
[16,17]. Her iki CDKi tiirevinin de gelistirilen ilk purin analoglarindan olan
olomisine kiyasla daha secici ve diisik dozlarda cok daha etkili olduklar

belirlenmistir.

NH

N
N/ N/
\

Sekil 1.7.1: Purvalanol (sag) ve roskovitinin (sol) yapilari [51].

1.8. AMAC

Calismanin amaci birer CDKi tiirevi olan purvalanol ve roskovitinin énemli bir
otofaji proteini olan Atg5'in hiicrelerde bulunmamasi durumundaki terapotik
etkilerinin incelenmesi olup tez kapsaminda s6z konusu ajanlarin dogal tip (dt) ve
Atg5 ifadesinden yoksun (Atg5”) MEF hiicrelerinde olusturdugu otofajik ve

apoptotik cevaplar irdelenmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1. MATERYALLER

2.1.1. Cihazlar

Kullanilan cihazlar Ek A boliimiinde yer almaktadir.

2.1.2. Hiicre Kiiltiirii Donanimlari

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan malzemeler Ek B boliimiinde yer almaktadir.

2.1.3. Kimyasal Maddeler

Kullanilan kimyasallar Ek C béliimiinde yer almaktadir.

2.1.4. Cozeltiler

Kullanilan ¢ozeltiler ve igerikleri Ek D bdliimiinde yer almaktadir.
2.1.5. Antikorlar

Calismada kullanilan antikorlar Ek E boliimiinde yer almaktadir
2.2. YONTEMLER

2.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Dt ve Atg5”" MEF hiicreleri Mizushima grubu, Japonya'dan alinmistir. Hiicreler %10

fetal sigir serumu (FBS), 1% penisilin/streptomisin ve 55 uM 2-merkaptoetanol

iceren Dulbecco'nun modifiye Eagle besiyerinde (DMEM), %5 CO, igeren 37°C'lik

nemli etlivde biyiitiilmustiir. Hiicreler yogunlastiginda eski besiyeri atilarak 1X

fosfat tamponlu tuz (PBS) ile yikanmistir. Daha sonra 9%0,25'lik tripsin-EDTA

eklenerek hiicreler 37°C'de iki dakika bekletilmistir. Esit miktarda besiyeri
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kullanilarak enzim inaktivasyonu saglandiktan sonra hiicreler 2000 rpm'de bes
dakika santrifiij edilmistir. Pellet 1 ml besiyerinde ¢oziildiikten sonra hiicre sayimi
gerceklestirilmis ve ana stok hiicreleri ile yapilacak deneyler dogrultusunda gerekli

olan hiicrelerin uygun petrilere ekimi gerceklestirilmistir.

2.2.2. Hiicrelerin Dondurulmasi

Petri yiizeyine tutunmus halde bulunan hiicreler tripsin-EDTA ile muamele edilerek
kaldirilmistir. Kullanilan tripsin-EDTA ile esit miktarda besiyeri kullanilarak enzim
aktivitesi inhibe edilmis ve 15 ml'lik tiip igerisinde toplanan hiicreler 2000 rpm'de
bes dakika santrifiij edilmistir. Pellet 1 ml PBS icerisinde ¢oziilerek hiicre sayimi
yapilmustir. Yaklagik 1x10° hiicre {izerine 1 ml dondurma medyasi eklenerek hiicreler

kriyo tliplerine aktarilmis ve s1v1 azot tankinda saklanmaistir.

2.2.3. Hiicrelerin Coziilmesi

Hiicreler sivi azottan c¢ikarildiktan sonra hizli bir sekilde c¢oziilerek dondurma
medyas1 lizerine besiyeri eklenmistir. Hiicreler 2000 rpm'de bes dakika santrifiij
edilmis ve medya atilmistir. Hiicreler 1 ml besiyerinde ¢oziilerek 25 veya 75 cm®lik

petrilere ekilmistir.

2.2.4. Hiicre Canhihiginin Belirlenmesi

Dt ve Atg5” MEF hiicreleri 1x10* hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyucuklu petrilere
ekilmigtir. Bir gece inkiibasyon sonrasinda hiicrelere 10 mM stoktan uygun
miktarlarda kullanilarak son konsantrasyon 0-50 pM araliginda olacak sekilde
purvalanol ve roskovitin uygulanmistir. 24 saat boyunca ilagh besiyerinde inkiibe
edildikten sonra hiicrelere 10 pl MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) ajani uygulanmistir. 4 saat sonra kuyucuklardaki
besiyeri atilarak olusan formazan kristallerinin ¢6ziilmesi i¢in her kuyucuga 100 pl
dimetil siilfoksit (DMSO) eklenmis ve mikroplaka okuyucusu kullanilarak ikili dalga
boyunda (570 ve 655 nm'de) absorbans dl¢liimii yapilmistir.

15



2.2.5. Hiicre Sagkalim Analizi

Dt ve Atg5” MEEF hiicreleri 50x10°* hiicre/kuyu olacak sekilde 12 kuyucuklu petrilere
ekilmistir. Bir gece inkiibasyon sonrasinda hiicrelere canlilik analizi ile belirlenen
dozlarda purvalanol (20 uM) ve roskovitin (30 pM) uygulanmistir. Her hiicre tipi
icin 24, 48 ve 72 saatlik ilag uygulamalar1 tamamlandiktan sonra hiicreler %0,25'lik
tripsin-EDTA ile kaldirilarak 2000 rpm'de bes dakika santrifiij edilmistir. Her bir
hiicre pelleti 500 pl PBS ile ¢oziilerek 50 pl Tripan mavisi eklendikten sonra canli ve

60lii hiicrelerin sayimlar1 yapilmistir.

2.2.6. Akis Sitometrisi ile Annexin V-PI Boyama Analizi

Dt ve Atg5” hiicreleri her kuyucukta 3x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu
petrilere ekilmistir. %5 CO, igeren 37°C'lik nemli etiivde bir gece boyunca
hiicrelerin petri yiizeyine tutunmasi beklendikten sonra belirlenen dozlarda ilag
uygulamalar1 yapilmistir. 24 saatlik ila¢ uygulamalarindan sonra hiicreler %0,25'lik
tripsin-EDTA ile kaldirilarak tiiplere toplanmis ve 300 ul PBS ile bir kez
yikanmigtir. BD Pharmingen™ FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit II
protokoliine gore hiicreler Binding Buffer ile ¢oziilerek igerisine 1'er ul Annexin V
ve PI boyalar1 eklenmis ve oOrnekler 15 dakika boyunca karanlik ortamda
bekletilmistir. Daha sonra hiicreler BD Accuri™ C6 Flow Cytometer ile okutularak

cihazin yazilimi yardimiyla sonuglar analiz edilmistir.

2.2.7. Total Protein Izolasyonu

Her 100 mm'lik petride 1,5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmustir. Hiicreler petri
ylizeyine tutunduktan sonra her ila¢ i¢in belirlenen dozlarda uygulama yapilarak
deney i¢in gerekli siirelerle hiicreler inkiibe edilmistir. Soguk 1X PBS ve kaziyicilar
yardimiyla hiicreler tiiplere toplanarak +4°C ve 13.200 rpm'de iki dakika santrifiij
edilmis ve sivi faz atilmistir. Petrideki tiim hiicreler toplanana kadar bu islem tekrar
edilmistir. Daha sonra hiicre pelleti bir hiicre miktar 6ziitleme tamponu (CLB) ile
homojenize edilerek oda sicakligindaki bir ¢alkalayicida 20 dakika boyunca inkiibe
edilmigtir. Son olarak hiicre oziitleri +4°C ve 13.200 rpm'de 20 dakika boyunca
santrifiij edilerek ¢oziinmiis proteinleri igeren sivi list faz yeni tiiplere aktarilmis ve

-80°C'de muhafaza edilmistir.
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2.2.8. Protein Miktarinin Bradford Analizi ile Belirlenmesi

Bradford yonteminde proteinler G250 formundaki Coomassie parlak mavi boyasina
baglanarak kullanim 6ncesindeki kirmizi halinin yerine boyanin mavi halini stabilize
eder. S6z konusu proteine bagli formundayken boya 595 nm dalgaboyunda en
ylksek absorbans degerini verir. Protein miktarlar1 belirlenirken bu absorbans
degerleri baz almarak islemler gerceklestirilir. Oncelikle konsantrasyonu bilinen bir
protein ¢ozeltisi olarak 1,5 mg/ml sigir serum albumin (BSA) hazirlanmistir.
Hazirlanan bu c¢ozeltiden 1,5-7,5 pg (1-5 pl) araliginda ornekler alinarak 96
kuyucuklu petriye aktarilmistir. Protein miktar1 belirlenecek olan her bir 6rnekten de
birer pl alinarak kuyucuklara aktarildiktan sonra her kuyucuga 200 pl Bradford
cozeltisi eklenmistir. Petri bes dakika boyunca karanlik ortamda bekletilerek
proteinler ile boyanin baglanmasi beklendikten sonra mikroplaka okuyucu
kullanilarak 595 nm'deki absorbans verileri elde edilmistir. Oncelikle farkli
miktarlardaki BSA orneklerinden elde edilen absorbans degerleri ve bunlarin
konsantrayon bilgileri ile bir standart olusturulmus ve buradaki denklem kullanilarak

absorbans degeri bilinen total protein 6rneklerinin konsantrasyonlari tayin edilmistir.

2.2.9. Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

Bradford yontemi ile belirlenen konsantrasyon verilerine dayanarak her bir protein
Orneginin esit miktarda protein igermesi i¢in gereken hacimlerde 6rnek alinmis ve
yeni bir tiipe aktarilmigtir. Her tliplin igerisine toplam hacmi 1:5 oraninda olacak
sekilde 5X Laemmli tamponu eklenerek oOrnekler bes dakika boyunca 95°C'de

denatiire edilmis ve hemen ardindan buza alinmistir.

2.2.10. SDS-PAGE

Tabloda belirtilen malzemeler ile hazirlanan poliakrilamid jel tank igerisine
yerlestirilmis ve tankin i¢i soguk 1X yiirlitme tamponu ile doldurulmustur.
Hazirlanan protein Ornekleri jel kuyucuklarina yiiklenmis ve Ornekler 85 V sabit

gerilim ile ytiriitilmustiir.
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2.2.11. Proteinlerin Membran Uzerine Transferi ve Membran Bloklama

Poliviniliden florid (PVDF) membran kullanim Oncesinde metanol igerisinde
aktiflestirilmis ve SDS-PAGE ile molekiiler agirliklarina gore ayrilmis olan
proteinleri igeren poliakrilamid jel membran {izerine yerlestirilmistir. Transfer
cihazinda yeterli siire ile sabit 2,5 mA akim uygulanarak proteinlerin jelden
membrana gegisi saglanmistir. Daha sonra membran %5 siit ¢ozeltisi igerisinde oda
sicakliginda bulunan calkalayici iizerinde bir saat siireyle inkiibe edilerek membran

bloklanmistir.

2.2.12. Antikor Baglanmasi ve Membranlarin Goriintillenmesi

Bloklanan membran %5 siit ¢ozeltisi kullanilarak 1:1000 diliisyonunda hazirlanan
birincil antikor igerisine alimmis ve +4°C'deki yatay dondiiriiciilerde bir gece
boyunca inkiibasyon yapilmigtir. Ertesi giin membran her seferinde 15 dakika
stirecek sekilde lic kez 1X TBS-Tween ile yikanmistir. Daha sonra membran %S5 siit
¢ozeltisi kullanilarak 1:2000 diliisyonunda hazirlanan ikincil antikor icerisine alinmis
ve +4°C'deki yatay dondiiriiciilerde bir gece boyunca inkiibasyon yapilmistir. Ertesi
giin membran her seferinde 15 dakika siirecek sekilde iki kez 1X tris tamponlu tuz-
Tween (TBS-T) ile, bir kez de 1X TBS ile yikanmistir. Bu sirada kemiliiminesans A
ve B c¢ozeltileri hazirlanmis ve yikamalar bittikten sonra bunlar karistirilarak
membran karanlik ortamda bir dakika boyunca elde edilen karigim ile inkiibe
edilmigtir. Ardindan membran Bio-Rad ChemiDoc™ goriintiileme sistemine

yerlestirilmis ve sonuglar gézlenmistir.

2.2.13. Ko-immunopresipitasyon

Proteinlerin elde edilmesi i¢in total protein izolasyonu protokolii uygulanmistir.
Protein miktarlarinin tayinini takiben her protein 6rneginden 750 pg alinarak yeni bir
tiipe aktarilmistir. Her bir tiipe hedef proteine baglanacak olan birincil antikor 1:100
dilisyon faktorii ile eklenmis ve Ornekler +4°C'deki bir ¢alkalayicida bir gece
boyunca inkiibe edilmistir. Her ornek i¢in birer tiipe 30 pl manyetik boncuk
aktarilarak Oziitleme tamponu ile bir tur yikama yapilmis ve boncuklar manyetik
tutucu yardimiyla sivi fazdan ayrilmistir. Protein ornekleri hazirlanan boncuklar ile

karistirilmis ve oda sicakligindaki bir calkalayicida 40 dakika boyunca antikor ve
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boncuklarin baglanmalar1 saglanmigtir. Yine manyetik tutucu yardimiyla boncuklar
ayrilmig ve sivi fazlar yeni birer tlip icerisine aktarilmistir. Boncuklar {i¢ defa
oziitleme tamponu ile yikandiktan sonra her 6rnek 50 pl Laemmli tamponu ile
¢Ozlilmis ve bes dakika boyunca 95°C'de denatiire edilmistir. Bu siirecte
antikorlardan ayrilmis olan boncuklar manyetik tutucu kullanilarak protein
orneklerinden ayrilmis ve Ornekler yeni birer tiipe aktarilmistir. Daha sonra bu

orneklerdeki hedef protein icerikleri immiinoblotlama teknigi ile gériintiilenmistir.

2.2.14. immunofloresan Yoéntemi

Polilizin kapli lameller 6 kuyucuklu petrilere yerlestirilerek her birine 1x10* hiicre
ekilmistir. Hiicreler petri yiizeyine tutunduktan ve ilaglarin belirlenen dozlarinin 24
saat uygulanmasindan sonra 1X PBS c¢ozeltisi ile bir tur yikama yapilmistir.
Hiicrelerin fiksasyonunu saglamak tizere her kuyucuga -20°C'de bekletilmis %100
metanolden I'er ml eklenmis ve 10 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyon
yapilmistir. Daha sonra metanol ortamdan uzaklastirilmis ve hiicreler {icer defa
PBS/BSA ¢ozeltisi ile yikanmistir. Her kuyucuga bir ml Blok ¢ozeltisi eklenmis ve
oda sicakligindaki ¢alkalayicida bir saat inkiibasyon yapilmistir. PBS/BSA ¢d6zeltisi
ile li¢ yikama daha yapildiktan sonra kuyucuklara birincil antikor ¢ozeltisi eklenmis
ve petrinin tlizeri kapagin altinda gergin halde yerlestirilmis nemli filtre kagitlari
bulunacak sekilde kapatilarak aliiminyum folyo ile kaplanmistir. Hiicreler +4°C'de
calkalayici lizerinde bir gece inkiibe edilmistir. Hiicreler ertesi giin lic defa PBS/BSA
ile yikanmis ve Alexa Fluor® 488 Conjugate ile birlikte DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole) uygulanmustir. Yine nemli filtre kagitlar1 ve aliiminyum folyo ile
kapatilan hiicreler bir saat boyunca +4°C'de calkalayici lizerinde inkiibe edilmis ve
ardindan ti¢ defa PBS/BSA ¢o6zeltisi ile yikanmistir. Hiicrelerin floresan
mikroskobunda goriintiilenmesi i¢in bir lam {izerine bir damla 1X PBS damlatilarak
hiicrelerin bulundugu ylizey altta kalacak sekilde lamel hazirlanan lamin {izerine
kapatilmigtir. Goriintiileme islemi tamamlanan lameller yeniden 6 kuyucuklu petrinin
icerisine aktarilarak iizerine 1X PBS eklenmis ve nemli filtre kagitlar1 ile alliminyum

folyo kullanilarak kapatilmis halde muhafaza edilmistir.
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2.2.15. istatistiksel Analizler

Immunoblot sonuglarryla ilgili kantitatif veriler Image J yazilimi kullanilarak elde
edilmis ve her kondiisyondaki veriler kontrol grubuna oranlanarak verilmistir. Akis
sitometrisi ile incelenen Annexin V-PI boyama sonuglarinin analizi BD Accuri C6
Plus (RRID:SCR 014422) yazilimi ile gergeklestirilmistir. MTT hiicre canlilig1 testi
ve hiicre sagkalim analizi ile iligkili veriler Windows i¢in GraphPad Prism 6 yazilim1
(La Jolla California USA, www.graphpad.com) ile grafik halinde diizenlenerek iki
yonli ANOVA testi kullanilmig, anlamli degisimler icin p degeri <0,05 olarak

belirlenmistir.
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3. SONUCLAR

3.1. DOGAL TiP VE ATGS5 IFADESINDEN YOKSUN MEF
HUCRELERINDE ATG5 PROTEIN SEVIYELERININ TAYIN EDILMESI

Hiicrelerde otofagozom olusumunun otofaji iligkili proteinler, yani Atg proteinleri
tarafindan diizenlendigi bilinmektedir (Bolim 1.1). Bu siiregteki en Onemli
proteinlerden olan Atg5 ve Atg7'den herhangi birinin hiicrede bulunmamasi
durumunda otofajinin gergeklesemeyecegi Ongoriildiigiinden dolayi, kanser
ilaclarmin otofaji ile iliskili olarak meydana getirecegi etkilerin irdelendigi bu
caligmada dt ve Atg5” MEF hiicrelerinin model olarak kullanilmasi uygun
goriilmiistiir. Bu sebeple oncelikli olarak Atg5” MEF hiicrelerindeki Atg5 protein
seviyesi, immunoblotlama yontemi kullanilarak dt MEF hiicrelerindeki durum ile
karsilastirilmis ve bu hiicrelerde Atg5 proteininin bulunmadig: teyit edilmistir (Sekil

3.1.1).

dt  Atg5-/-
— Atg5 (56 kDa)
1,00 0,09

SN S | (-aktin (45 kDa)

Sekil 3.1.1: Dt ve Atg5” MEF hiicrelerindeki Atg5 protein miktarlarinin
immunoblotlama yontemi ile gosterilmesi. Her hiicre hattina ait protein lizatlart
%12'lik SDS jelde yiiriitiildiikten sonra PVDF membran iizerine transfer edilerek

Atg5 primer antikorunun baglanmasi saglandiktan sonra sonuglar ChemiDoc MP
cihazi ile goriintiilenmigtir. [3-aktin yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir.
Kantitatif analizler ImageJ yazilimi ile yapilmistir. Sonuglar iki tekrarin
ortalamasidir.
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3.2. PURVALANOL VE ROSKOVITININ MEF HUCRELERININ
CANLILIGI UZERINDEKI ETKIiSININ DOZA VE ZAMANA BAGLI
OLARAK GOSTERILMESI

Dt ve Atg5” MEF hiicre hatlarinda etkileri arastirilmak istenen purvalanol ve
roskovitin ilaclarmin 24 saatlik uygulama sonucundaki doza baglh etkinligini
saptamak amaciyla MTT analizi yapilmistir. Her iki hiicre hattinda da ilag
uygulamalari ile beraber bagil hiicre canlilifinda azalma oldugu tespit edilmistir. 24
saat sonunda canliligin %50 oraninda oldugu ilag¢ dozlar1 purvalanol ve roskovitin
icin sirastyla 20 ve 30 uM olarak belirlenmis ve takip eden calismalarda her zaman

bu dozlar kullanilmistir (Sekil 3.2.1).

150
= M MEF dt Purvalanol
R MEF Atg5-/- Purvalanol
D 100 MEF dt Roskovitin
E MEF Atg5-/- Roskovitin
©
Q
e 50
(5]
=]
L

0 5 10 15 20 25 30 S50 100
Konsantrasyon (uM)

Sekil 3.2.1: Dt ve Atg5”- MEF hiicrelerinde purvalanol ve roskovitinin bagil hiicre
canliligu iizerindeki doza bagh etkilerinin gésterilmesi. 24 saat boyunca 0, 5, 10,
15, 20, 25, 30, 50 ve 100 uM ila¢ uygulanan hiicrelere MTT ajani eklenmis ve 4
saat sonra olusan formazan kristalleri DMSO'da ¢oziilerek spektrometrik 6l¢giim
verileri ile GraphPad kullanilarak grafik olusturulmustur. Veriler ii¢ deney
tekranimin ortalamasidir. Karsilastirmalar ANOVA testi ile yapilmis ve p<0.05 igin
anlamli degisimler *; p<0.01 igin ** ile ifade edilmistir.

Purvalanol ve roskovitinin MEF hiicreleri ilizerindeki zamana baglh etkilerinin
irdelenmesi amaciyla sagkalim analizi yapilmistir. Her iki hiicre hatti i¢in 24, 48, 72
ve 96 saatlik ilag uygulamalar1 gergeklestirildikten sonra tripan mavisi ile boyama
yapilarak canli hiicreler sayilmistir. Yapilan analize gore her iki ilag da 24 saatte

hiicre sagkalimini %80'e kadar disiiriirken takip eden zaman dilimlerinde
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purvalanoliin her iki hiicre hattinda sitotoksik etki gosterdigi; roskovitinin ise dt
hiicrelerde 48 saat itibariyle etkinligi azalirken Atg5™ hiicreler lizerinde sitostatik bir

etkiye sahip oldugu gézlenmistir (Sekil 3.2.2).

dt Atg5-/-

. gl = -eKontrol 2 ‘{I +- Kontrol
'2 [ -=Purvalanol 5 - Purvalanol
X +Roskovitin x T 7 #- Roskovitin
» =
> @
) >
b a
g v
:g 2
z 3

0 24 8 T2 % 0 24 48 T2 9%

llag Uygulamasi (saat) llag Uygulamas (saat)

Sekil 3.2.2: Purvalanol ve roskovitinin dt ve Atg5” MEF hiicrelerinin sagkalim
iizerindeki zamana bagh etkilerinin gosterilmesi. MTT analizi ile belirlenen
dozlarda purvalanol ve roskovitin (swrasiyla 20 ve 30 uM) uygulanan hiicreler 24,
48, 72 ve 96. saatlerde tripan mavisi ile boyanarak sayilmis, canli hiicre sayilar
kaydedilmis ve bu verilerle GraphPad kullanilarak grafik olusturulmustur.
Sonuclar dort tekrarin ortalamasidir.

3.3. PURVALANOL VE ROSKOVITININ MEF HUCRELERINDEKI
OTOFAJi BELIRTECLERI UZERINDEKI ETKILERI

Beklin-1-Vps34-Vps15 kompleksi hiicrelerde otofajinin tetiklenmesi igin gerekli
oldugundan ve yapilan birtakim ¢aligmalara gore Beklin-1 protein ifadesinin artmasi
otofaji ile dogrudan iligkilendirildiginden, 24 saatlik purvalanol, roskovitin, ve
tunikamisin uygulamalar1 yapilarak dt ve Atg5” MEF hiicrelerindeki Beklin-1
protein seviyeleri irdelenmistir. Yapilan immiinoblotlama sonuglarina gore
purvalanol dt ve Atg5” hiicrelerde sirasiyla %23 ve %40, roskovitin ise Atg5™”
hiicrelerde %37 oraninda bir Beklin-1 artisina neden olurken, dt hiicrelerdeki Beklin-
1 protein seviyesinin roskovitin uygulamasina bagl olarak degismedigi goriilmiistiir.
Tunikamisin uygulanan dt hiicrelerdeki Beklin-1 seviyesinde %11 oraninda bir artis,

Atg5™" hiicrelerde ise %12 oraninda bir azalma s6z konusudur.
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Bir bagka otofaji belirteci olan p62 proteini otofaji ile yikilacak olan proteinlerin
otofagozoma lokalize olmasini saglarken siire¢ icerisinde tasidigi kargo ile birlikte
kendisi de yikildigindan dolayi, yine 24 saatlik ila¢ uygulamalar1 gerceklestirilerek
her iki hiicre hattinda da bu proteinin seviyesi incelenmis ve her kondiisyon icin
azalma tespit edilmistir. Bu azalma purvalanol uygulanan dt hiicrelerde %73, Atg5™
hiicrelerde %42 oraninda iken roskovitin uygulanan dt hiicrelerde %62 ve Atg5™
hiicrelerde %74 oranindadir. Tunikamisin uygulanan dt ve Atg5™ hiicrelerde ise p62

protein seviyelerinde sirastyla %50 ve %65 oraninda azalma oldugu belirlenmistir.

Ayrica LC3 proteininin sitozolik LC3-I formundan otofagozom zarina bagli LC3-II
formuna doniisiimii yine bir otofaji belirteci olarak kabul edildiginden, her iki hiicre
hattinda da ilaglarla birlikte bu doniisiimiin godzlenmesi amacglanarak
immunoblotlama yapilmigtir (Sekil 3.3.1). Dt ve Atg5” MEF hiicreleri igin sirasiyla
purvalanol %40 ve %25, roskovitin %36 ve %42 oraninda LC3-II doniisiimiine
neden olurken tunikamisin uygulanan dt hiicrelerde LC3-II formu %16 daha az,

Atg5” hiicrelerde %47 daha fazladur.

dt Atg5-/-

Kontrol Pur Ros Tun Kontrol Pur Ros Tun
T - — ‘Bekh’n—1 (60 kDa) ’—-_-_-_-—‘
1,00 1,23 0,99 1,11 1,00 1,40 1,37 0,88

R — M| p62 (62 kDa) _ &b - ‘
1,00 0,27 0,38 0,50 1,00 0,58 0,26 0,35
W S . | LC3I(16KDa) | e
1,00 1,40 1,36 0,84 1,00 1,25 1,42 1,47

" — — — | -akiin (45 kD2) | A S i

Sekil 3.3.1: 24 saat boyunca 20 uM purvalanol, 30 uM roskovitin ve 1 uM
tunikamisin uygulanan dt ve Atg5" MEF hiicrelerindeki otofaji belirteclerinin
immunoblotlama yontemi ile gosterilmesi. Her hiicre hattina ait protein lizatlart
%12'lik SDS jelde yiiriitiildiikten sonra PVDF membran iizerine transfer edilerek

Beklin-1, p62 ve LC3 primer antikorlarinin baglanmasi saglandiktan sonra sonuglar
ChemiDoc MP cihazi ile gériintiilenmistir. 3-aktin yiikleme kontrolii olarak
kullanilmigtir. Kantitatif analizler ImageJ yazilimi ile yapilmistir. Sonuglar iki
tekrarin ortalamasidir.
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Hiicrelerdeki LC3 proteini floresan mikroskobu ile incelendii zaman otofaji
sirasinda otofagozom zarlarinda lokalize olmasi nedeniyle keseciklerin bulundugu
yerlerde bir noktasal goriinlime sebep olmaktadir. Otofajinin gerceklesmedigi
durumdaki sitozolik LC3-1 formunun hiicrelerdeki homojen gorintiisii ile
karsilagtirildiginda 6zellikle purvalanoliin Atg5 ifadesinden bagimsiz olarak her iki

hiicre hattinda da otofagozom olusumunu tetikledigi goriilmiistiir (Sekil 3.3.2).

MEF hiicrelerinde otofajinin tetiklendigi en etkili zaman diliminin belirlenmesi
amaciyla farkli siirelerde ilag uygulanmis ve Beklin-1 ile p62 protein diizeyleri
belirlenmistir. Deney sonucuna gore dt hiicrelerde purvalanol 12. saatte %13
oraninda bir Beklin-1 ifade artisina neden olurken ayni durum roskovitin ile birlikte
3. saatte %14 oraninda ger¢eklesmektedir. Ancak her iki ilag da 6. saatten itibaren
p62 seviyesinde diisiise neden olmaktadir. Purvalanol i¢in %50 ve roskovitin i¢in
%23 oraninda bir degisim soz konusudur. Atg5™ hiicrelerde her iki ilagla da 12. saate
kadar Beklin-1 artig1 goriilmemistir. Ancak bu hiicre hattinda da ila¢ uygulamalari ile
birlikte, 6zellikle purvalanol i¢in 6. ve roskovitin i¢in 9. saatlerde onemli Olgiide
(swrastyla %37 ve %52 oraninda) degredasyon goriilmektedir. Bel-2 proteininin BH3
bolgesinden Beklin-1 ile baglanarak otofajiyi inhibe etmesi sebebiyle 0-12. saatler
arasinda Bcl-2 protein miktarlar1 da immunoblotlama yontemiyle belirlenmis ve dt
hiicrelerde purvalanol ile birlikte 3. saatte %15 oraninda; Atg5™ hiicrelerde ise
purvalanol ve roskovitin i¢in 3. saatten itibaren sirasiyla %62 ve %46 oraninda Bcl-2

artis1 tespit edilmistir (Sekil 3.3.3).
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MEF Atg5-/-
Ros Kontrol Pur Ros

20X
20X

40X

40X

40X tek hicre
40X tek hiicre

Sekil 3.3.2: 24 saat boyunca 20 uM purvalanol ve 30 uM roskovitin uygulanan dt ve Atg5” MEF hiicrelerindeki
LC3 proteinin immunofloresan yéntemi ile gosterilmesi. lla¢ uygulamasini takiben fikse edilen hiicrelere LC3
antikoru baglandiktan sonra Alexa Fluor 488 ve DAPI eklenerek floresan mikroskobunda mavi filtre ile goriintii

alinmistir.



dt

Atg5-/-

Pur Ros Pur Ros
12sa 9sa 6sa 3sa 0sa 3sa Bsa 9sa 12sa 12sa 9sa Bsa 3sa Osa 3sa Gsa 9sa 12sa
S e e BB A L | ro2(52100) L L LT T
031 0,32 050 0,97 1,00 1,03 0,77 0,74 0,74 0,33 0,39 0,63 0,82 1,00 0,91 0,89 0,48 0,40
B e | coon)| o R R B
113 089 0,84 090 1,00 1,14 1,14 1,08 0,95

049 048 0861 0,73 1,00 099 0,96 0,75 0,78
1,13 1,25 1,28 1,15 1,00 090 0,77 0,87 0,59

1,596 1,78 1,57 1,62 1,00 1,46 144 1,31 117

T

R-aktin (45 kDa)

Sekil 3.3.3: 0, 3, 6, 9 ve 12 saat boyunca 20 uM purvalanol ve 30 uM roskovitin uygulanan dt ve Atg5" MEF
hiicrelerindeki otofaji ile iligkili protein miktarlarinin immunoblotlama yontemi ile gosterilmesi. Her hiicre hattina ait
protein lizatlart %12'lik SDS jelde yiiriitiildiikten sonra PVDF membran iizerine transfer edilerek p62, Beklin-1 ve Bcl-2

primer antikorlarinin baglanmasi saglandiktan sonra sonuglar ChemiDoc MP cihazi ile goriintiilenmistir. 3-aktin
yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir. Kantitatif analizler ImageJ yazilimi ile yapimistir. Sonuglar iki tekrarin
ortalamasidir.



Dt ve Atg5” MEF hiicrelerinde Beclin-1 ile Bel-2 etkilesiminin otofaji {izerindeki
olas1 etkilerinin incelenmesi i¢in ko-immiinopresipitasyon yapilmistir (Sekil 3.3.4).
Dt MEF hiicrelerinde Bcl-2 ve Beklin-1 proteinlerinin etkilesimi, 12 saat purvalanol
uygulamasi sonucunda %14 ve 9 saat roskovitin ile ancak %9 gibi bir oranda
azalirken Atg5™ hiicrelerde 12 saat purvalanol uygulanmasindan sonra %19 oraninda

artmis, diger kosullarda bir degisiklik gdzlenmemistir.

dt Atg5-/-

Pur Ros Pur Ros

12sa 0Osa 3sa 9sa 12sa 0Osa 3sa 9sa

IP:Bck-2
R k2 FOETR M | Esoin

086 100 1,00 091 1,19 1,00 1,04 1,02

| |P:Bcl-2
IB:Bcl-2

0,90 1.00 1,03 119 0,88 1,00 096 0,92

Sekil 3.3.4: 0, 3, 9 ve 12 saat boyunca 20 uM purvalanol ve 30 uM roskovitin
uygulanan dt ve Atg5” MEF hiicrelerindeki Bcl-2 ile bagh bulunan Beklin-1
protein miktarlarinin ko-immunopresipitasyon ve immunoblotlama yontemi ile
gosterilmesi. Hiicrelerdeki Bcl-2 proteinleri Bcl-2 antikoruna baglanan manyetik
boncuklar yardimi ile ayristirtlarak elde edilen proteinler %12'lik SDS jelde
yiiriitiildiikten sonra PVDF membran iizerine transfer edilerek Beklin-1 ve Bcl-2
primer antikorlarmin baglanmasi saglandiktan sonra sonu¢lar ChemiDoc MP
cihazi ile goriintiilenmigstir. Kantitatif analizler ImageJ yazilimi ile yapilmistir.
Deney bir kez yapilmistir.

3.4. PURVALANOL VE ROSKOVITININ MEF HUCRELERINDE mTOR
ILE ILISKiLI YOLAKLAR UZERINDEKI ETKILERI

Hiicresel stres kosullarina bagli olarak AMP/ATP oraninin artmasina cevaben
Thr172 fosforilasyonu gercekleserek aktive olan ve bu durumda hem Tsc2/mTOR
yolagt hem de Raptor proteininin Ser792 fosforilasyonu iizerinden mTORCI1
kompleksinin inhibisyonunu saglayarak hiicrede otofajinin ger¢eklesmesine yol agan
AMPKa proteininin CDKi tiirevlerine verdigi cevap irdelenmistir. Dt MEF
hiicrelerinde 24 saatlik ilag uygulamasi ile hem purvalanol hem de roskovitinin
sirastyla %30 ve %14 oranlarinda AMPKa aktivasyonuna yol agtigi, fakat Atg5™
METF hiicrelerinde ayn1 etkiyi gostermedigi belirlenmistir (Sekil 3.4.1, A, B).
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Akt proteininin Ser473 fosforilasyonu ile aktive oldugu durumda mTORCI
kompleksinde bulunan mTOR proteinini fosforile ederek ve ayrica bir mTOR
inhibitdri olan Tsc2'yi inhibe ederek hiicre biiyiimesinde rol oynadigi bilinmekteydi.
Yapilan immunoblotlama sonucunda 24 saat purvalanol uygulanmasmin her iki
hiicre hattinda da Akt''n Ser473 fosforilasyonu {iizerinde durdurucu bir etkisi
belirlenememigken roskovitin uygulamasi ile bu proteinin aktivasyonunun biiyiik
olgiide (dt hiicreler i¢in %72 ve Atg5” hiicreler icin %49 oraninda) azaldig
gorilmistir (Sekil 3.4.1, C,D).

mTOR proteininin hiicre biliylimesindeki 6nemli roliinii oynayabilmesi i¢in PI3K
yolag1 iizerinden Ser2448 fosforilasyonu ile aktive olmasi beklendiginden, ilag
uygulamalarini takiben bu proteinin fosforilasyon seviyeleri incelenmistir.
Immunoblotlama sonuglarma gére MEF hiicrelerinde mTOR fosforilasyonu ne
purvalanol ne de roskovitin uygulanmasi lizerine degisim gostermektedir. Ancak dt
hiicrelerde kontrol hiicrelerine kiyasla mTOR protein seviyesinde dnemli bir artis
oldugu belirlenmistir. S6z konusu artis purvalanol icin 2,5; roskovitin i¢in 1,5 kat
civarindadir. Atg5” hiicrelerde ise aksine, mTOR protein seviyesinde, purvalanol ile

%44 ve roskovitin ile %70 oraninda bir azalma goriilmiistiir (Sekil 3.4.1, E,F).

Aclik durumunda AMPKa tarafindan fosforile edilen ve mTOR yolaginin
baskilanmasma etki eden Raptor proteininin Ser792 fosforilasyonunda otofajiyi
tetikledigi bilinen tunikamisinin etkisiyle artig goriilmiis, fakat purvalanol ile

roskovitinin her iki hiicre hattinda da bu duruma etkisi goriillmemistir (Sekil 3.4.1,

Q).

Otofaji i¢in gerekli bir protein olan ULK-1 ac¢lik durumunda AMPKa tarafindan
Ser317, Ser555 ve Ser777'den fosforile edilerek aktive olur. mTOR tarafindan
gerceklestirilen Ser757 fosforilasyonu ise tersine bir etkiye sebep olur. MEF
hiicrelerinde 24 saatlik roskovitin uygulamasi sonucunda Atg5 varligindan bagimsiz
olarak mTOR'a bagli ULK-1 inhibisyonunun %65 civarinda azaldigi, purvalanoliin

ise bu noktada bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir (Sekil 3.4.1, H).
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dt Atg5-/-

Kontrol Pur Ros Tun Kontrol Pur Ros Tun

A| e S mr+ AMPKa (62 kDa) & j
1,00 0,79 1,42 0,72 100 083 078 0,56

B _ Fosfo-AMPKa (Thr172) (62 kDa) e .
1,00 1,30 1,14 1,12 1,00 0,86 0,66 0,63

C’ --—_-_| Akt (60 kDa) I——‘-
1,00 1,11 1,00 0,85 1,00 1,08 1,31 1,41

D[ e — | Fosfo-Akt (Ser473) (60 kDa) |“ﬁv—- ]
1,00 1,16 0,28 0,06 1,00 1,56 0,51 0,03

E l—-' -_—— = -| mTOR (289 kDa) | —— ) l
1,00 2,52 1,52 1,79 1,00 0,56 0,30 0,18

" | - o (52146 258 0o
1,00 1,06 1,09 1,05 1,00 0,90 0,90 0,89

G\ g - Fosfo-Raptor (Ser792) (150 kDa) 7% -
1,00 1,54 2,19 3,44 1,00 1,02 089 148

] [—— W M| Fosio-ULKI (Ser757) (150 kDa) | MEG_.: e -
1,00 0,83 0,38 0,60 1,00 1,00 0,35 0,78

‘ — E— S —-| R-aktin (45 kDa) | ‘

Sekil 3.4.1: 24 saat boyunca 20 uM purvalanol, 30 uM roskovitin ve 1 uM
tunikamisin uygulanan dt ve Atg5”- MEF hiicrelerindeki mTOR yolag ile
iliskili protein miktarlarinin immunoblotlama yontemi ile gosterilmesi. Her
hiicre hattina ait protein lizatlar: %12'lik SDS jelde yiiriitiildiikten sonra PVDF
membran tizerine transfer edilerek AMPKa, fosfo-AMPKa (Thr172), Akt, fosfo-
Akt (Ser473), mTOR, fosfo-mTOR (Ser2448), fosfo-Raptor (Ser792) ve fosfo-
ULK] (Ser757) primer antikorlarimin baglanmasi saglandiktan sonra sonuglar
ChemiDoc MP cihazi ile goriintiilenmistir. [3-aktin yiikleme kontrolii olarak
kullaminigtir. Kantitatif analizler ImageJ yazilimi ile yapilmistir. Sonuclar iki
tekrarin ortalamasidir.

3.5. PURVALANOL VE ROSKOVITININ MEF HUCRELERINDEKI

OTOFAJI ILE ILISKiLi PROTEINLER UZERINDEKI ETKILERI

Atg proteinlerinin hiicrelerde otofagozom olusumunda o6nemli rol oynadifi
belirtilmisti. Bunlardan Atg3, LC3-PE lipidasyonu i¢in; Atg7 ise Atg5-Atgl2-
Atgl6L1 kompleksinin otofagozom =zarlarina baglanmasi icin gereklidir. Bu
proteinlerin hiicrelerdeki varli§i otofagozomlarin olusumu igin gerekli olan
ubikuitin-benzeri baglanma sistemlerinin hiicrede var oldugunu gosterir. Yapilan
immunoblotlama ile dt ve Atg5”~ MEF hiicre hatlarinin her ikisinde de s6z konusu

sistemin varlig1 belirlenmistir. Atgl2 ve Atgl6L1 ise dt MEF hiicrelerinde 24 saatlik
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purvalanol, roskovitin ve tunikamisin uygulamalar1 sonucunda yaklasik iki kat veya
daha fazla artis gosterirken Atg5” hiicrelerde bu proteinlerin varligi tespit

edilmemistir (Sekil 3.5.1).

dt Atg5-/-
Kontrol Pur Ros Tun Kontrol Pur Ros Tun
—— | 703 (40KD2) | P — pr—
1,00 0,92 0,81 0,92 1,00 0,80 1,04 1,08
G S SR SN | A7 (78kDa) | iy S
1,00 0,78 0,87 074 1,00 100 1,11 0,59
\,ﬁme Atg12 (56 kDa) o SR
1,00 1,67 1,41 1,36 1,00 075 074 0,98
et M L & |Aig16L1 (66 kD) |
1,00 2,35 2,85 1,79 1,00 055 035 0,28
-_—— s e S | (-okin (45kDa) | S S S

Sekil 3.5.1: 24 saat boyunca 20 uM purvalanol, 30 uM roskovitin ve 1 uM
tunikamisin uygulanan dt ve Atg5" MEF hiicrelerindeki Atg protein
miktarlarinin immunoblotlama yéontemi ile gosterilmesi. Her hiicre hattina ait
protein lizatlart %12'lik SDS jelde yiiriitiildiikten sonra PVDF membran iizerine
transfer edilerek Atg3, Atg7, Atgl2 ve Atgl6LI1 primer antikorlarinin baglanmasi
saglandiktan sonra sonu¢lar ChemiDoc MP cihazi ile goriintiilenmigtir. 3-aktin
yiikleme kontrolii olarak kullamlmistir. Kantitatif analizler ImageJ yazilimi ile
yapumigtir. Sonuglar iki tekrarin ortalamasidur.

3.6. PURVALANOL VE ROSKOVITININ MEF HUCRELERINDEKIi
APOPTOTIK ETKILERI

Dt ve Atg5” MEF hiicrelerinin 24 saatlik purvalanol ve roskovitin uygulamasina
bagl olarak canliliklarinin azalmasinda apoptozun etkisini gézlemlemek amaciyla
immunoblotlama yapilarak apoptoz siirecinde 6nemli rolii olan aktif kaspaz 3 protein
seviyeleri belirlenmistir. Ayrica DNA tamir mekanizmasinda goérevli olan ve
apoptotik siirecte kaspazlar tarafindan kesilerek inhibe edilen PARP proteininin
seviyeleri de gosterilmistir. Her iki hiicre hattinda da ila¢ uygulamalarina baglh
olarak kaspaz ve PARP kesilimleri ger¢eklesmektedir. Kaspaz 3 seviyesi dt
hiicrelerde her bir ilag ile yaklasik iki kat artmigtir. Atg5™ hiicrelerde purvalanol igin
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%27 oraninda, roskovitin i¢in iki ve tunikamisin i¢in li¢ kat artis s6z konusudur.
PARP kesilimi ise dt hiicelerde purvalanol, roskovitin ve tunikamisin i¢in sirasiyla

%24, %39 ve %21; Atg5" hiicrelerde %73, %96 ve %59 oranindadir (Sekil 3.6.1).

Anti-apoptotik Bel-2 ve Bel-x, protein seviyelerinin de 24 saat ilag¢ uygulanan MEF

hiicrelerinde kontrol hiicrelerine kiyasla azaldigi belirlenmigstir (Sekil 3.6.1). Bcel-2
protein seviyesindeki azalma dt hiicrelerde purvalanol, roskovitin ve tunikamisin i¢in

sirastyla %56, %43 ve % 39; Atg5™ hiicrelerde %25, %40 ve %26 oranindadir. Bcl-
X, icin ise dt hiicrelerde %22, %28 ve %46; Atg5™ hiicrelerde %78, %77 ve %56

oranindadir.

dt Atg5-/-

Kontrol Pur Ros Tun Kontrol Pur Ros Tun

- - - . Aktif kaspaz 3 (17 kDa) | e - - -

1,00 1,91 2,17 1,86

1,00

PARP (116, 89 kDa)

Bcl-2 (26 kDa)

1,00 0,75 ] 0,60 0,74

Bel-xL (30 kDa)

B-aktin (45KDA) | s a— a— —

Sekil 3.6.1: 24 saat boyunca 20 uM purvalanol, 30 uM roskovitin ve 1 uM
tunikamisin uygulanan dt ve Atg5”- MEF hiicrelerindeki apoptoz ile iliskili
protein miktarlarinin immunoblotlama yontemi ile gosterilmesi. Her hiicre hattina
ait protein lizatlart %12'lik SDS jelde yiiriitiildiikten sonra PVDF membran iizerine
transfer edilerek aktif kaspaz 3, PARP, Bcl-2 ve Bcl-x, primer antikorlarinin

baglanmasi saglandiktan sonra sonuglar ChemiDoc MP cihazi ile goriintiilenmistir.
S-aktin yiikleme kontrolii olarak kullanilmigtir. Kantitatif analizler ImageJ yazilimi
ile yapilmistir. Sonuglar iki tekrarin ortalamasidur.
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METF hiicrelerindeki apoptotik popiilasyonlar Annexin V-PI boyamasi yapilarak akis
sitometrisinde gosterilmistir. 24 saat purvalanol, roskovitin ve tunikamisin
uygulamalari ile dt hiicrelerin %60-70'inin nekroz, Atg5™" hiicrelerin ise %15-25'inin

gec apoptoz evresinde oldugu gozlenmistir (Sekil 3.6.2).
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Sekil 3.6.2: 24 saat boyunca 20 uM purvalanol, 30 uM roskovitin ve 1 uM tunikamisin uygulanan dt ve
Atg5” MEF hiicrelerindeki apoptotik ve nekrotik popiilasyonlarin Annexin V-PI boyama yontemi ile akig
sitometrisinde gosterilmesi. Ilac uygulamasini takiben boyanan hiicreler 15 dakika boyunca karanlikta
bekletildikten sonra BD Accuri C6 akis sitometri cihazinda okutulmus ve ilgili yazilim kullanilarak analiz
edilmigtir. Deney bir kez yapilmistir. Pur: purvalanol, Ros: roskovitin, Tun: tunikamisin.



4. TARTISMA

Giliniimiizde kanser, tiim diinyada siklikla goriilen bir hastaliktir. Sayisiz genetik
ve/veya cevresel faktor sebebiyle ortaya cikabilen ve yasam kalitesini ciddi 6l¢iide
diisiiren, bir¢ok oliime neden olan bu hastalik, diinya ¢apinda arastirmacilar igin
onemli bir konu olmustur. Son yillarda kanserle iliskili bircok yolak, her bir kanser
tiirtindeki ¢ok sayida vaka i¢in genomik, transkriptomik, proteomik, metabolomik, vb
calismalar yapilarak ortaya konmustur. Elde edilen verilere dayanarak, bugiin,

yiiriitiilen bir¢ok klinik arastirma mevcuttur [18].

Kanser tedavisinde bir¢ok stratejiye basvurulmaktadir. Bunlardan bir tanesi de hiicre
dongiisiindeki kilit rolleri sebebiyle CDK'lerin hedeflenmesidir. Her CDK kendine
0zgii siklin ile etkilesime gegerek hiicre dongiisiiniin belirli bir evresinde gorev alir.
Her bir kompleksin dogru anda aktif durumda olmasi olduk¢a dnemlidir. Bu sistemin
diizenlenmesinde herhangi bir aksaklik oldugunda kontrolsiiz hiicre bdliinmesine
bagl olarak kanser goriilmesi riski ¢ok yiiksektir. Bu baglamda kanser tedavisinde

etkili olabilecegi diisiiniilen CDKi tiirevleri gelistirilmistir.

Purvalanol ve roskovitin piirin analoglar1 olup ATP ile gosterdikleri yapisal
benzerlikten 6tiirii CDK'lerin ATP baglanma bolgelerine yarisgil olarak baglanabilen
CDKi tiirevleridir. Bu ilaglarin birgok hiicre hattinda apoptotik hiicre Sliimiine yol
acabildigi ve ayn1 zamanda otofajinin gerceklesmesine neden oldugu daha once

yapilan ¢alismalarda gosterilmistir [14,19].

Otofaji, ana olarak aclik ve stres kosullarinda hiicrelerdeki organel ve proteinlerin
katabolize edilmesinde ve hiicrelerin bu siirecte elde edilen enerji ve yapitaglarimi
kullanarak homeostasi durumuna gelmesinde rol oynayan olduk¢a Onemli bir
mekanizmadir. Ancak ayn1 mekanizma, tam da bu roliinden dolay1, kanser ilaglarinin

etkinligini diislirebilmektedir [2, 20].
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Otofaji kanser hiicrelerinin sagkaliminda etkili olabildigi gibi bu hiicrelerin 6liimiine
de neden olabilmektedir. Bugiine kadar bir¢ok kanser tiirii i¢in yapilan arastirmalar
gostermistir ki otofajinin baskilanmasi durumunda hiicre 6liimiiniin artip azalmasi
kanserin evresine ve kullanilan ilag stratejilerine de bagli olarak farklilik
gostermektedir [7]. Terapotik stratejilerin etkinliginin belirlenmesinde fare modelleri
oldukca 6nemli bir yere sahiptir. Istenilen bir genotipteki fare embryolarindan elde
edilen MEF hiicreleri in vitro calismalar igin yaygin olarak kullanilmaktadir.
Embryonik dénemde 6liimciil olabilecek bir mutasyona sahip olan farelerden bile
embryo gelisiminin erken asamalarindayken hiicre izole edilebilmekte, in vitro
arastirmalarin yanmi sira, s6z konusu hiicrelerin yetigkin farelere nakledilmesi

sayesinde in vivo ¢aligmalar da yapilabilmektedir [13].

Bu calismada, otofagozomlarin olusumundaki kilit proteinlerden biri olan Atg5'in
CDK:i tiirevlerinin terapotik etkinliklerini nasil etkilediginin ortaya konmasi esas
almmustir. Dt ve Atg5” MEF hiicreleri, purvalanol ve roskovitinin calisilmasi igin

model olarak se¢ilmistir.

Oncelikli olarak kullanilan hiicre modellerinin amaca uygunlugunu belirlemek {izere
dt ve Atg5” MEF hiicrelerindeki Atg5 protein seviyeleri irdelenmis (Sekil 3.1.1) ve

gercekten de Atg5™ hiicrelerde bu proteinin bulunmadigi sonucu ortaya konmustur.

Calismada kullanilan CDKi tiirevleri olan purvalanol ve roskovitinin hiicre
canliligin1 doza bagli olarak diisiirdiigii daha 6nce yapilan ¢alismalarda gdsterilmistir
[21,22,23]. Bu ilaglarin her iki MEF hiicre hattindaki bagil hiicre canliligina olan
etkisi arastirildiginda (Sekil 3.2.1) Atg5” MEF hiicrelerinde 24 saatlik 20 uM
purvalanol ve 30 uM roskovitin uygulamasiyla hiicre canliligmin %50'ye yakin bir
degere indirgendigi, dt hiicrelerin ise ayni dozlardan %30'a kadar daha az etkilendigi

belirlenmistir ve bu sebeple ¢alisma boyunca bu dozlar kullanilmistir.
Bunun yani sira ilaglarin zamana bagl etkinligi incelenip purvalanoliin dt hiicrelerde

48, Atg5" hiicrelerde 24 saat itibariyle sitotoksik bir etkiye sahip oldugu;

roskovitinin ise dogal tip hiicrelerde 48 saat itibariyle etkinligi azalirken Atg5™
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hiicrelerde 48 saatten sonra sitostatik bir etki gosterdigi gortilmistiir (Sekil 3.2.2).
Boylece bu ilaclarin Atg5 ifadesinden yoksun olan hiicrelerde daha yiiksek bir

terapotik etkinliginin olabilecegi sonucu ¢ikarilmstir.

Purvalanol ve roskovitinin hiicrelerde otofajiyi tetikleyebildigi bazi1 c¢aligmalarda
ortaya konmustur [22,24]. Bu nedenle 24 saat purvalanol veya roskovitin
uygulandiginda her iki MEF hiicre hattinda olusan otofaji cevabi immunoblotlama
yontemiyle irdelenmistir (Sekil 3.3.1). Purvalanol Atg5” hiicrelerde daha fazla
olmak iizere her iki hiicre hattinda da Beklin-1 protein seviyesinin artmasina ve yine
iki hiicre hattinda da LC3 proteininin kesilimi ile p62 proteininin degredasyonuna
neden olmustur. Bu da purvalanoliin Atg5 ifadesinden bagimsiz olarak otofajiyi
tetikledigini distindiirmektedir. Roskovitin uygulanan hiicrelere bakildiginda ise dt
hiicrelerde Beklin-1 seviyesinde bir degisimin olmadig1 ancak Atg5™ hiicrelerde bu
proteinin ifadesinin arttigi; bununla birlikte her iki hiicre hattinda da LC3 kesilimi ile
p62 yikimimin gergeklestigi goriilmiistiir. Burada ortaya ¢ikan otofaji cevabi Beklin-
I'den bagimsiz olabilecegi gibi s6z konusu cevabin daha erken zamanda
gerceklesmis ve Beklin-1 protein seviyesindeki artisin 24 saate belirlenememis
olabilecegi de distiniilmiistiir. Ayrica her iki ilacin da Atg5™ hiicrelerde p62
yikimma neden olmasi burada otofajinin AtgS'ten bagimsiz bir yolak iizerinden

gerceklesmis olabilecegine isaret etmistir [25].

Yapilan immiinoblotlama ile LC3-I ve LC3-II formlarinin ikisi ayni anda
goriintiilenemedigi icin ek olarak immunofloresan yontemi ile hiicrelerdeki LC3
proteini goriintiilenmistir (Sekil 3.3.2). Sitoplazmik LC3-I formu hiicrenin her
bolgesinde goriilebilirken otofagozom zarina bagli halde bulunan lipide olmus LC3-
I formu hiicrede otofagozomlarin bulundugu boélgelere isaret eden noktasal
goriintliler olusturur [15]. Bu noktalarin ortaya c¢ikmasiyla da hiicrede otofaji
cevabinin olustugu kabul edilir. 24 saat ilag uygulamalar1 sonucunda Ozellikte
purvalanoliin LC3'iin otofagozom membramlarina lokalize olmasmi tetikledigi

gorilmiistiir.

37



24 saat roskovitin uygulanan dt hiicrelerde Beklin-1 seviyesinde kontrol hiicrelerine
kiyasla bir fark belirlenememesinden yola ¢ikilarak her iki hiicre hattinda da daha
erken zamandaki degisimler immunoblotlama yontemiyle irdelenmistir (Sekil 3.3.3).
Roskovitin dt hiicrelerde 3. saatte Beklin-1'in bir miktar artmasina yol agarken Atg5™"
hiicrelerde 12 saate kadar bu miktar azalmistir. Purvalanol ile birlikte dt hiicrelerde
12. saatte artan Beklin-1 Atg5™ hiicrelerde roskovitinde oldugu gibi 12. saate kadar

azalmustir.

Yapilan hiicre sagkalim analizi (Sekil 4.2.2) ile birlikte disiintildiigiinde otofajinin
hiicre sagkaliminda roliiniin oldugu diisiiniilmektedir. Purvalanol uygulanmasi ile dt
hiicrelerde 12. saat itibariyle gerceklesen Beklin-1 artist Atg5™ hiicrelerde ancak 24
saatte goriilmektedir ve bu ila¢ dt hiicrelerde 48 saatte sitotoksik etki gosterirken
Atg5” hiicrelerde aym etkiye 24 saatte ulasmaktadir. Ayrica dt hiicrelerde roskovitin
etkisiyle 3. saatte goriilen Beklin-1 artis1 Atg5™ hiicrelerde 24 saatte gergeklesmis, dt
hiicrelerde 48 saat itibariyle etkinligini yitiren roskovitin Atg5™ hiicrelerde 48. saat
itibariyle sitostatik bir etki olusturmustur. Ayrica p62 proteininin her kondiisyonda
en gec 6. saat itibariyle azalmast bu zaman dilimlerinde Beklin-1'den bagimsiz bir

otofaji cevabinin s6z konusu olabilecegini diisiindiirmektedir [26].

Bcl-2 proteininin Beklin-1 ile baglandigi durumda otofajiyi inhibe ettigi
bilindiginden [27,28,29] buradaki Bcl-2 miktarinin otofajinin Beklin-1'den bagimsiz
olarak gerceklesmesinde etkisinin olabilecegi diisiintilmiistiir [13,30]. Bu sebeple ko-
immunopresipitasyon yontemi kullanilarak hiicrelerdeki Bcl-2 proteini izole edilmis
ve bunlara bagli bulunan Beklin-1 protein miktarlar1 immunoblotlama yontemiyle
tayin edilmistir (Sekil 3.3.4). Dt hiicrelerde purvalanol ile 12. saatte bu proteinlerin
etkilesimi azalirken Atg5” hiicrelerde %20 civarinda artmistir. Roskovitin ile dt
hiicrelerde 3. saatte etkilesim azalirken yine Atg5” hiicrelerde bir degisim
belirlenmemistir. Bu veriler de purvalanol ve roskovitinin otofaji cevabini dt
hiicrelerde sirasiyla 12. ve 3. saatlerde; Atg5” hiicrelerde ise daha sonra (24. saatte)

tetikledigini desteklemektedir.
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Hiicrelerde otofajinin kontroliinde aslen protein sentezi ve hiicre biiytimesi ile iligkili
bir kinaz olan mTOR &nemli bir role sahiptir. Otofajinin baskilanmasinda etkili olan
mTOR sinyali hiicresel stres kosullarinda kesilir ve bu durumda otofaji gerceklesir
[31,32,33]. Bu nedenle MEF hiicre hatlarinda CDKi tiirevlerinin mTOR ile iliskili
proteinler tizerindeki etkisi irdelenmistir (Sekil 3.4.1). Hiicrede AMP/ATP oraninin
artmastyla Thr172 fosforilasyonu iizerinden aktive olan AMPKa proteininin dt MEF
hiicrelerinde CDKi tiirevleriyle birlikte artis gosterdigi fakat Atg5” MEF
hiicrelerinde bdyle bir etkinin bulunmadigi goriilmiistir. Hem mTOR proteinini
dogrudan fosforile ederek hem de mTOR inhibitorii olan Tsc2'yi inhibe ederek hiicre
biiyiimesinde rol oynayan fosfo-Akt (Ser473) roskovitin etkisiyle her iki hiicre
hattinda da 6nemli 6lclide azalmistir. Ser2448 fosforilasyonu ile aktive olup hiicre
bliylimesinde rol alan mTOR proteininin bu fosforilasyonu iki ilacin etkisiyle de
degisim gostermemistir. Ancak Atg5™” hiicrelerdeki toplam mTOR protein seviyesi
ilag uygulamalartyla birlikte 6nemli 6l¢iide azalmistir. Ser792 fosforilasyonu iizerine
mTORCI1 kompleksinden ayrilarak mTOR sinyalinin durmasina neden olan Raptor
proteini yalnizca otofajiyi tetikledigi bilinen tunikamisin ile artis gosterirken CDKi
tirevlerinden etkilenmemistir. Otofajinin gergeklesmesinde 6nemli rolii olan ve
mTOR tarafindan Ser757 fosforilasyonu gercekleserek inhibe olan ULK-1
proteininin [40] seviyesi purvalanol uygulamasi iizerine bir degisim gostermemis
ancak roskovitin uygulamasi ile dnemli élgiide azalmistir. Ozetle CDKi tiirevlerinin
uygulanmasiyla Atg5 ifadesi bulunan hiicrelerde mTOR ile iligkili olan proteinler
tizerinde Onemli bir degisim belirlenmemis ancak Atg5 ifadesinden yoksun

hiicrelerde bu sinyal yolagi baskilanmistir.

Hiicrelerde Atg proteinleri otofagozomlarin olusmasinda gorev alirlar. Burada iki
ubikuitin benzeri baglanma sistemi esastir. Bunlardan ilki Atg3 araciligiyla
gerceklesen LC3-PE lipidasyonu, ikincisi ise Atg7 araciligiyla gerceklesen AtgS-
Atgl2-Atgl6L1 konjugasyonudur [5,34]. Atg proteinlerinin durumlart agisindan
irdelenen dt ve Atg5” MEF hiicrelerinin her ikisinde de bu konjugasyon
sistemlerinin varlig1 tespit edilmistir (Sekil 3.5.1). Ayrica dt hiicrelerde Atgl2 ve
Atgl6L1 proteinleri 24 saat ilag uygulamalari ile artig gosterirken Atg5™ hiicrelerde

bu proteinlerin varlig tespit edilememistir.
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Kullanilan CDKi tiirevlerinin MEF hiicrelerindeki apoptotik etkilerinin incelenmesi
icin de immiinoblotlama yapilmistir (Sekil 3.6.1) [23,35]. Apoptozda kesilerek aktif
hale gelen kaspazlar ve bu aktif kaspazlar tarafindan kesilime ugrayan PARP proteini
onemli apoptoz belirtegleridir. Deney sonucuna gore her iki hiicre hattinda da 24 saat
ila¢ uygulanmasiyla birlikte kaspaz 3 ve PARP kesilimleri gerceklesmektedir. Ayrica

anti-apoptotik proteinler olan Bcl-2 ve Bcl-x, proteinlerinin de her iki hiicre

hattindaki seviyelerinin azaldig1 belirlenmistir.

Ayrica Annexin V-PI boyamasi ile MEF hiicre popiilasyonlar1 akis sitometrisinde
gosterilmistir (Sekil 3.6.2). Buna gore purvalanol ve roskovitin uygulanan dt
hiicrelerin 24 saat sonunda %50-70 arasinda nekrotik, Atg5™ hiicrelerin ise %15-25
arasinda ge¢ apoptotik evrede bulundugu, geri kalan hiicrelerin ise genellikle canli
popiilasyonu olusturdugu gézlenmistir. Otofajinin yaninda apoptotik hiicre 6liimiinde
de 6nemli rol oynayan Atg5 proteininin buradaki hiicre profili ile iligkili olabilecegi

diistiniilmektedir [36,38,39].

Sonug olarak purvalanol ve roskovitinin dt MEF hiicrelerinde Beklin-1 ve Atg5S'e
bagimli otofaji cevabini olusturdugu, Atg5” MEF hiicrelerinde ise bunu Atg5'ten
bagimsiz olarak gergeklestirdigi goriilmiistiir [42]. Ayrica Atg5™ hiicrelerde
otofajinin AMPKa proteininden bagimsiz olarak gerceklesmesi s6z konusudur [43].
Her iki MEF hiicre hattinda da hem otofajinin hem de apoptozun gerceklesmesine
karsilik dt hiicrelerinde sagkalim Atg5™ hiicrelere gore daha fazladir. Bu nedenle
Atg5 bagimli klasik otofaji yolaginin hiicre sagkaliminda etkili oldugu
distiniilmektedir. Atg5" hiicrelerdeki klasik olmayan otofaji yolaginin hangi
hiicresel mekanizmalar ve sinyal yolaklart ile iligkili oldugunun aragtirilmasi,
sagkalima olan etkisinin aydinlatilmasi agisindan 6nem arz etmektedir. Ayrica bu iki
hiicre hattinda apoptozun gerceklestigi ilk zaman dilimlerinin belirlenmesi ve
karsilastirilmast 6nem tagimaktadir. Atg5 proteininden bagimsiz olarak gergeklesen
otofajide mitokondrilerin par¢alanmamasi ve buna bagli olarak sitoplazmik kalsiyum
seviyelerinin artmasi ile iligkili olarak apoptotik cevabin daha erken olusmasi ve

hiicre sagkalimini bu nedenle diistirmesi olas1 gériinmektedir.
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6. EKLER

Ek A: Cihazlar

Tablo 6.1: Laboratuvarda kullanilan cihazlar

46

Adi Uriin Kodu Firma
Buzdolab1 4263TMB Argelik
Derin dondurucu 2041D Arcelik
Distile su cihazi TANKPEO030 Millipore Direct g-5UV
Dondurucu (-80°C) U725 New Brunswick Scientific
Kuru 1s1tict blok FN120 Niive
Elektroforez sistemi 1658004 Bio-Rad
Akis sitometri cihazi AC6531180147 BD Biosciences
Floresan mikroskobu 1X71 Olympus
Gti¢ kaynagi 1645050 Bio-Rad
Hassas tart1 LE6202S Sartorius
HPLC cihazi 120 Agilent Technologies
Inkiibator 51026280 Thermo Scientific
Inverted mikroskop XDS-1B SOIF
Laminar flow 12469 2000 Thermo Scientific
Laminar flow LN090 Nuve
Manyetik karistirici SB162 Stuart Equipment
Mikropipet (0,5-10 pl) EH52836 Thermo Scientific
Mikropipet (20-200 ul) EH46925 Thermo Scientific
Mikropipet (200-1000 ul) T27274 Thermo Scientific
Optik mikroskop 701 Ivymen
Otoklav cihazi OT40L Niive
pH metre N315 SEM BIO Technologies
Rotasyon cihazi SRT9D Stuart Equipment
Santrifiij cihaz1 5417R Eppendorf




Santrifiij cihaz1 5810R Eppendorf

Santrifiij cihaz1 22331 Eppendorf

Sogutmal etiiv ES120 Niive

S1v1 azot tanki Arpege 40 Air Liquide
Spektrofotometre 2100 Amershan Biosciences
Stereo mikroskop Vi2 Zeiss

Transfer cihazi 10016505C Bio-Rad

Vorteks SAS Stuart Equipment
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Ek B: Hiicre Kiiltiirii Donanimlari

Tablo 6.2: Hiicre kiiltiiriinde kullanilan malzemeler

Adi Uriin Kodu Firma
100 mm petri 93100 TPP
12 kuyucuklu petri 92012 TPP
25 cm? hiicre biiyiitme 90026 TPP
kab1
6 kuyucuklu petri 92006 TPP
60 mm petri 93060 TPP
75 c¢cm? hiicre biiyiitme 90076 TPP
kab1
96 kuyucuklu petri 92096 TPP
DMEM D5671 Sigma-Aldrich
Enjektor 21G ASTRAJECT
FBS 10500-064 Gibco
Hemositometre 640110 Marienfeld-Superior
Kriyovial tiip V7634 Thermo Scientific
Penisilin/Streptomisin 15140-122 Gibco
Steril pipet (10 ml) 94010 TPP
Steril pipet (5 ml) 94005 TPP
Siringa filtresi (0,22 mm) 99722 TPP
Tripsin-EDTA 25200-056 Gibco
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Ek C: Kimyasallar

Tablo 6.3: Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Adi Uriin Kodu Firma
2-merkaptoetanol S4805940 517 Merck
2-merkaptoetanol M7522 Sigma-Aldrich

Agaroz A9539 Sigma-Aldrich
Akrilamid/Bis-akrilamid A9099 Sigma-Aldrich
%30 Cozelti
Amonyum persiilfat A2941 Applichem
Ampisilin P06-07100 PAN-Biotech
Asetik asit 27225 Sigma-Aldrich
Bakar stilfat 02791 Merck
Coomasie mavisi A3480 Applichem
Cinko siilfat 08883 Merck
Disodyum EDTA 2937 Applichem
Disodyum fosfat A4229 Applichem
DMSO K46505343 517 Merck
DMSO D2650 Sigma-Aldrich
Etanol CAS 64-17-5 AlkoMed
Floksuridin F0503 Sigma-Aldrich
Glisin 3570 Calbiochem
Hidrojen peroksit K39218400838 Merck
Hidroklorik asit K43804717239 Merck
[zopropanol K44518295321 Merck
Kalsiyum kloriir 02382 Merck
Luminol A2185 Applichem
Magnezyum siilfat 05886 Merck
Manganaz klorit 2087 Applichem
M-PER™ Mammalian 78501 Thermo Scientific
Protein Extraction Reagent
Metanol 24229 Sigma-Aldrich
MTT M2128-5G Sigma-Aldrich
PageRuler™ Plus 26619 Thermo Scientific

Prestained Protein Ladder
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Yagsiz sut tozu

p-Kumarik asit C9008-1G Sigma-Aldrich
Propidyum iyodiir P4170 Sigma-Aldrich
Ponceau kirmizisi A1405 Applichem
Potasyum dihidrojen fosfat A2946 Applichem
Potasyum sitrat 89306 Sigma-Aldrich
Saf etanol 32221 Sigma-Aldrich
Sodyum dodesil siilfat UN1888 Applichem
Sigir serum albumin A2153 Sigma-Aldrich
Sodyum kloriir A2941 Applichem
SuperBlock™ T20 37536 Thermo Scientific
Blocking Buffer
TEMED A1148 0100 Applichem
Tris-baz 648310 Calbiochem
Tris-HCl 648317 Calbiochem
Tween 20 S6740684 348 Merck
SC-2325 Santa-Cruz Biotechnology
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Ek D: Cozeltiler

Tablo 6.4: 10X Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS), pH 7,4

1 L igin;
Sodyum kloriir (NaCl) 80,0 gr
Potasyum kloriir (KCl) 2,0 gr
Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,) 14,4 gr
Mono potasyum fosfat (KH,PO,) 2,4 gr
Distile su (dH,O) 1000 ml

Kimyasallar 800 ml distile suyun i¢inde belirtilen miktarlarda ¢oziilerek pH 7,4'e
ayarlanir. Daha sonra ¢ozelti hacmi distile su kullanilarak 1 L'ye tamamlanir ve

¢ozelti oda sicakliginda muhafaza edilir. 1X olarak kullanilir.

Tablo 6.5: Hiicre Dondurma Medyast

10 ml i¢in;

Fetal s1g1r serumu (FBS) 9 ml
Dimetil siilfoksit (DMSO, (CH;),SO) I ml

Hiicre kiiltiiriine uygun DMSO kullanilarak hazirlanan medya 0,22 mm'lik filtre
kullanilarak siiziilir ve -20°C'de muhafaza edilir. Dondurulan hiicreler sivi azot

igerisinde uzun siireli olarak saklanir.

Tablo 6.6: 1,5 Molar Tris-Baz Cozeltisi, pH 8,8

500 ml igin;

Tris-baz (C,H;1NO;) 90,8 gr
Distile su (dH,O) 500 ml

Tris-baz 800 ml suyun icinde belirtilen miktarda ¢oziilerek pH 8,8'e ayarlanir. Daha

sonra ¢ozelti hacmi 1 L'ye tamamlanir ve ¢ozelti oda sicakliginda muhafaza edilir.
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Tablo 6.7: 0.5 M Tris-Baz Cozeltisi, pH 6,8

500 ml igin;

Tris-baz (CsH; 1 NOs) 30,25 gr

Distile su (dH,0) 500 ml

Tris-baz 800 ml suyun i¢inde belirtilen miktarda ¢oziilerek pH 6,8'e ayarlanir. Daha

sonra ¢Ozelti hacmi 1 L'ye tamamlanir ve ¢6zelti oda sicaklifinda muhafaza edilir.

Tablo 6.8: Hiicre Lizis Tamponu (CLB)

10 ml i¢in;
M-PER™ Mammalian Protein Extraction |10 ml
Reagent
Roche® PhosSTOP fosfataz inhibitor |1 tablet
kokteyli
Roche® proteaz inhibitdr kokteyli 1 tablet
Hazirlanan CLB +4°C'de muhafaza edilir.
Tablo 6.9: 5X Laemmli Tamponu
10 ml i¢in;
1,5 M Tris-Cl ¢ozeltisi (pH 6,8) 2,0 ml
%1 (agirlik/hacim) bromofenol mavisi 0,5 ml
Gliserol 5,0 ml
B-merkaptoetanol 2,5 ml
Sodyum dodesil siilfat (SDS, 2,0 gr
NaC,,H»5S0,)

Hazirlanan Laemmli tamponu -20°C'de muhafaza edilir.
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Tablo 6.10: %10 (agirlik/hacim) Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Cozeltisi

100 ml igin;
Sodyum dodesil siilfat (SDS, 10,0 gr
NaC;,H»5S0,)
Distile su (dH,0O) 100 ml

Hazirlanan SDS ¢6zeltisi oda sicakliginda muhafaza edilir.

Tablo 6.11: %30 (hacim/hacim) Akrilamid/Bis-Akrilamid Cozeltisi

100 ml igin;
Akrilamid (C;HsNO) 29,2 gr
Bis-Akrilamid (C;H;oN»O,) 0,8 gr
Distile su (dH,0O) 100 ml

Hazirlanan akrilamid/bisakrilamid ¢dzeltisi +4°C'de muhafaza edilir.

Tablo 6.12: %10 (agwrlik/hacim) Amonyum Persiilfat (APS)

10 ml i¢in;
Amonyum persiilfat (NH4),S,0s) 1,0 gr
Distile su (dH,0) 10 ml
Hazirlanan APS ¢ozeltisi -20°C'de muhafaza edilir.
Tablo 6.13: %12 (hacim/hacim) Poliakrilamid Jel
Alt jel Ust jel
Distile su (dH,O) 3,4ml 3,075 ml
Tris-Baz ¢ozeltisi 2,5 ml (1,5 M, pH 8,8) 1,125 ml (0,5 M, pH 6,8)
%10 (agirlik/hacim) SDS |0,1 ml 0,05 ml
%30 (hacim/hacim) 4,0 ml 0,67 ml
Akrilamid/Bis-akrilamid
%10 (agirlik/hacim) APS 0,05 ml 0,025 ml
Tetrametiletilendiamin 0,005 ml 0,005 ml
(TEMED)

53




Tablo 6.14: 10X Yiiriitme Tamponu, pH 8,3

1 L i¢in;
Tris-baz (CsH;1NOs) 30,3 gr
Glisin (C,HsNO,) 144,0 gr
Sodyum dodesil siilfat (SDS, 10,0 gr
NaC,H»5S0,)
Distile su (dH,O) 1000 ml

Tris-baz ve glisin 800 ml distile su i¢inde belirtilen miktarlarda ¢oziilerek pH 8,3'e
ayarlanir. SDS bu asamadan sonra eklenir ve ¢dzelti hacmi 1 L'ye tamamlanir.

Cozelti oda sicakliginda muhafaza edilir. 1X olarak kullanilir.

Tablo 6.15: 10X Transfer Tamponu, pH 8,3

1 L igin;
Tris-baz (CsH;1NOs) 30,3 gr
Glisin (C,HsNO,) 144,0 gr
Distile su (dH,O) 1000 ml

Kimyasallar 800 ml distile suyun i¢inde belirtilen miktarlarda ¢oziilerek pH 8,3'e
ayarlanir. Daha sonra ¢ozelti hacmi 1 L'ye tamamlanir ve ¢ozelti oda sicakliginda

muhafaza edilir. 1X olarak kullanilir. %20 metanol igerir.

Tablo 6.16: 10X Tris Tampon Cozeltisi (TBS), pH 7,6

1 L igin;
Tris-baz (C,H;1NO;) 12,11 gr
Sodyum kloriir (NaCl) 86,6 gr
Distile su (dH,0O) 1000 ml

Kimyasallar 800 ml suyun ig¢inde belirtilen miktarlarda ¢oziilerek pH 7,6'ya
ayarlanir. Daha sonra ¢ozelti hacmi 1 L'ye tamamlanir ve ¢ozelti oda sicakliginda
muhafaza edilir. 1X olarak kullanilir. TBS-Tween ¢ozeltisi i¢in 1X TBS igerisine

1:1000 (hacim/hacim) oraninda Tween eklenir.
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Tablo 6.17: %5 (agwhk/hacim) Siit Cozeltisi

50 ml i¢in;
Yagsiz siit tozu 2,5 gr
I1X TBS-T c¢ozeltisi 50 ml
Hazirlanan siit ¢ozeltisi -20°C'de muhafaza edilir.
Tablo 6.18: Bradford Cozeltisi
250 ml i¢in
Coomassie mavisi (Cs7HsoN;04S,) 25,0 mg
%95 (hacim/hacim) etanol (C,HsOH) 12,5 ml
%85 (hacim/hacim) asetik asit 25,0 ml
(CH3COOH)
Distile su (dH,O) 212,5 ml
Hazirlanan siit ¢ozeltisi +4°C'de muhafaza edilir.
Tablo 6.19: 1 Molar Tris-Baz Cozeltisi, pH 8,5
500 ml i¢in;
Tris-baz (CsH;1NOs) 60,5¢g
Distile su (dH,O) 500 ml
Hazirlanan 1 M Tris-baz ¢dzeltisi oda sicakliginda muhafaza edilir.
Tablo 6.20: Kumarik Asit Cozeltisi
10 ml i¢in;
p-Kumarik asit (CoHsO5) 0,15 gr
Dimetilsiilfoksit (DMSO, (CH3),SO) 10 ml

Hazirlanan kumarik asit ¢ozeltisi +4°C'de muhafaza edilir.
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Tablo 6.21: Luminol Cozeltisi

10 ml i¢in;

Luminol (C8H7N302)

0,44 gr

Dimetilsiilfoksit (DMSO, (CH;),SO) 10 ml

Hazirlanan Luminol ¢6zeltisi -20°C'de muhafaza edilir.

Tablo 6.22: Kemiluminesans Cozeltisi

Kemiluminesans A Cozeltisi
Distile su (dH,0O) 9,0 ml
1 M Tris-baz ¢ozeltisi, pH 8,5 1,0 ml
Kumarik asit ¢cozeltisi 45,0 ul
Luminol ¢ozeltisi 100,0 pl
Kemiluminesans B Cozeltisi
Distile su (dH,O) 9,0 ml
1 M Tris-baz ¢ozeltisi, pH 8,5 1,0 ml
Hidrojen peroksit (H,0,) 6,0 ul

A ve B ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra karistirilir ve karanlik kosullarda kullanilir.

Tablo 6.23: PBS/BSA Cozeltisi

50 ml i¢in;
BSA 0,5 gr
1X PBS ¢ozeltisi 50 ml
Hazirlanan PBS/BSA c¢ozeltisi +4°C'de muhafaza edilir.
Tablo 6.24: Blok Cozeltisi
50 ml i¢in;
BSA 0,5 gr
%10 (agirlik/hacim) SDS ¢ozeltisi 2,5 ml
1X PBS ¢ozeltisi 50 ml

Hazirlanan Blok ¢6zeltisi +4°C'de muhafaza edilir.
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Ek E: Antikorlar

Tablo 6.25: Calismada kullanilan antikorlar

Adr Uriin Kodu Firma

B-Actin (13ES) 4970 Cell Signaling Technology
Akt (pan) (C67E7) 4691 Cell Signaling Technology
AMPKa (D63G4) 5832 Cell Signaling Technology
Atgl2 (B88H11) 4180 Cell Signaling Technology
Atgl6L1 (D6DS5) 8089 Cell Signaling Technology
Atg3 3415 Cell Signaling Technology
Atg5 (D5SF5U) 12994 Cell Signaling Technology
Atg7 (D12B11) 8558 Cell Signaling Technology

Bcl-2 610538 BD Biosciences

Bel-x 610209 BD Biosciences

Beclin-1 612112 BD Biosciences
Cleaved Caspase-3 9664 Cell Signaling Technology

(Aspl75) (SA1E)
LC3A/B (D3U4C) XP® 12741 Cell Signaling Technology
mTOR (7C10) 2983 Cell Signaling Technology
PARP 9542 Cell Signaling Technology
Phospho-Akt (Ser473) 4060 Cell Signaling Technology
(DY9E) XP®
Phospho-AMPKa 2535 Cell Signaling Technology
(Thr172) (40H9)
Phospho-mTOR (Ser2448) 5536 Cell Signaling Technology
(D9C2) XP®

Phospho-Raptor (Ser792) 2083 Cell Signaling Technology
Phospho-ULK1 (Ser 757) 6888 Cell Signaling Technology
SQSTM1/p62 5114 Cell Signaling Technology

57




