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MEME KANSERINDE PRiON PROTEINLERININ OTOFAJIiK
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Kanser hiicreleri, zorlu ¢evre kosullarina karsi hayatta kalmak ve tedaviye direng
gelistirmek i¢in ¢esitli hiicresel adaptasyon mekanizmalari gelistirir. Bu siirecte otofaji
ve apoptoz gibi programli hiicre yanitlart 6nemli rol oynar. Bu yanitlar, hiicrelerin stres
altinda denge kurmasina ve hayatta kalma sansin1 artirmasina yardimet olur. Otofaji,
hiicresel bilesenlerin geri doniistiiriilmesini saglarken, apoptoz hasarli ya da islevsiz
hiicrelerin kontrollii bir sekilde ortadan kaldirilmasini saglar. Son yillarda, hiicresel
Prion proteini (PrP¢), sagkalim, stres yaniti ve ¢oklu ilaca diren¢ (MDR)
mekanizmalartyla iliskisi nedeniyle dikkat ¢ekmis, ancak otofaji-apoptoz

dengesindeki rolii tam olarak acikliga kavusmamustir.

Bu ¢aligmada, PrP¢’nin otofaji ve apoptozla iliskili gen ekspresyonlari tizerindeki
etkileri, triple negatif meme kanseri (4T1) ve human epidermal growth factor receptor
2 pozitif alt tiirli (4T1-HER2+) hiicre hatlarinda, endoplazmik retikulum stresorii
Tunikamisin ve PrP¢ siRNA uygulamalariyla birlikte degerlendirilmistir. Calisma
kapsaminda, her iki hiicre hattinda: kontrol, ICso dozu ve ICso +0.010 uMol/mL doz
Tunikamisin (0.063 pM/mL, 0.073 uM/mL), sadece PrP¢ siRNA uygulamasi ve
siRNA+Tunikamisin uygulanan kombinasyon gruplar1 olusturulmustur. Uygulamalar
sonrasinda p62, LC3-1I, Bax, Bcl-2 ve PrP¢ genlerinin ekspresyon diizeyleri kantitatif
Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR) yontemiyle analiz

edilmistir.
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Elde edilen bulgular, stres kosullarinda PrP¢ baskilanmasinin hiicresel yanit
mekanizmalarini farkl sekillerde etkileyebilecegini gostermistir. Ozellikle 4T1 hiicre
hattinda PrP¢ nin baskilanmasiyla birlikte ICso dozunda Tunikamisin uygulandiginda
p62, LC3-11, Bax ve Bcl-2 gen ekspresyonlarin anlamli degisiklikler gozlemlenmistir.
HER?2 pozitif hiicre hattinda ise benzer uygulamalar daha sinirl etki gostermistir; bu
durum, PrP¢ nin hiicre tipine 6zgii farkli mekanizmalarla etkilesimde bulunabilecegine

isaret etmektedir.

Sonug olarak, PrP¢’ nin baskilanmasinin 6zellikle stres kosullar1 altinda otofaji ve
apoptozla iliskili genlerin ekspresyonunu etkileyerek tiimdr hiicrelerinin adaptif
yanitlarin1 sekillendirebilecegi gosterilmistir. Bu veriler PrP°nin potansiyel bir
terapotik hedef olabilecegini ve PrP°¢ odakli stratejilerin meme kanseri tedavisinde yeni

yaklagimlar sunabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Pion Proteini, ER Stres, Otofaji, Kanser

2025, 90 Sayfa



ABSTRACT
PhD Thesis

Ziibeyde OZTEL
Manisa Celal Bayar University
Graduate School of Education

Department of Biology

Supervisor:
Prof. Dr. Erdal BALCAN

Co-Supervisor:
H. Aysegiil MENDI

INVESTIGATION OF THE AUTOPHAGIC EFFECTS OF PRION
PROTEINS IN BREAST CANCER

Cancer cells develop various cellular adaptation mechanisms to survive under
harsh environmental conditions and to develop resistance to therapies. In this process,
programmed cellular responses such as autophagy and apoptosis play a critical role.
These responses help cells maintain homeostasis under stress and enhance their
chances of survival. While autophagy facilitates the recycling of cellular components,
apoptosis ensures the controlled elimination of damaged or dysfunctional cells. In
recent years, the cellular prion protein (PrP¢) has attracted attention due to its
association with survival, stress response, and multidrug resistance (MDR)
mechanisms; however, its precise role in regulating the autophagy-apoptosis balance

remains unclear.

In this study, the effects of PrP¢ on the expression of autophagy- and apoptosis-
related genes were investigated in triple-negative breast cancer (4T1) and human
epidermal growth factor receptor 2-positive (4T1-HER2+) cell lines through the
application of the endoplasmic reticulum stressor tunicamycin and PrP¢-targeting
siRNA. Experimental groups were established in both cell lines as follows: control,
ICso dose and IC50+0.010 pMol/mL tunicamycin doses (0.063 uM/mL and 0.073
uM/mL), PrP¢ siRNA alone, and siRNA combined with tunicamycin. Following
treatment, the expression levels of p62, LC3-1I, Bax, Bcl-2, and PrP° genes were

analyzed using quantitative real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR).

X1



The findings demonstrated that PrP¢ suppression under stress conditions may
differentially influence cellular response mechanisms. In particular, in the 4T1 cell
line, co-treatment of PrP¢ knockdown and ICso dose of tunicamycin led to significant
changes in the expression of p62, LC3-II, Bax, and Bcl-2 genes. In contrast, the HER2-
positive cell line exhibited more limited changes under similar treatments, suggesting

that PrP¢ may interact with distinct mechanisms in a cell type-specific manner.

In conclusion, PrP¢ suppression was shown to influence the expression of
autophagy- and apoptosis-related genes under stress conditions, potentially
modulating the adaptive responses of tumor cells. These results suggest that PrP® may
serve as a potential therapeutic target and that PrP° -centered strategies could offer

novel approaches for breast cancer treatment.

Keywords: Pion Protein, ER Stress, Autophagy, Cancer

2025, 90 Page
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1.GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii'ne (WHO) bagli Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi'nin
(IARC) 2022 yilinda yaymmladig1 veriler, kanserin kiiresel olgekte halk saglig
tizerindeki yikicr etkisini belirgin bir sekilde ortaya koymaktadir. Bu verilere gore,
diinya genelinde en fazla 6liime neden olan kanser tiirleri sirasiyla akciger, meme ve
kolorektal kanserdir. Akciger kanseri, hem erkekler hem de kadinlar arasinda en
oliimciil kanser tiirii olmay siirdiirirken, meme kanseri 6zellikle kadin bireyler i¢in en

biiylik tehditlerden biri haline gelmistir.

Kadinlarda, meme kanseri yalnizca en sik teshis edilen kanser tiirii olmakla
kalmay1p ayni1 zamanda en fazla 6liime yol acan kanser tiirli olarak dikkat gekmektedir.
2022 yilinda diinya genelinde 2,3 milyon kadina meme kanseri teshisi konulmus ve bu
hastalik nedeniyle 670.000 6liim gerceklesmistir. (WHO,2022) Bu istatistikler, meme
kanserinin yalnizca bireylerin yasamlarin1 degil, ayn1 zamanda saglik sistemlerini,

aileleri ve toplumlar1 derinden etkileyen bir saglik sorunu oldugunu gostermektedir.

Meme kanserinin bu denli yaygin ve oliimciil olmasinin ardindaki nedenler
arasinda genetik faktorler, cevresel etmenler, yasam tarzina bagh riskler ve erken
teshis yetersizlikleri yer almaktadir. Ozellikle diisiik ve orta gelirli iilkelerde, erken
teshis ve etkili tedaviye erisim konusundaki eksiklikler, bu kanser tiirline bagli 6liim
oranlarinin yiiksek seyretmesine katkida bulunmaktadir. Bu veriler, meme kanserinin
kiiresel saglik tizerindeki ciddi etkisini ve bu hastalikla miicadelede erken teshis, etkin
tedavi yontemleri ve farkindalik ¢alismalarinin hayati 6nem tasidigini bir kez daha
gozler Oniine sermektedir. Ayrica, arastirmalarin ve saglik politikalarinin bu alana

yogunlagmasi gerektigini vurgulamaktadir.

Otofaji, hiicresel homeostazi saglamak icin g¢esitli hiicresel kargolarin
bozunmasint ve geri donligiimiinii saglayan kritik bir mekanizmadir. Kanser
baglaminda otofaji, erken tiimor gelisimini 6nlerken yerlesik ve metastatik tiimorlerin
siirdiiriilmesi ve metabolik adaptasyonuna destek vererek birbirinden farkli roller
istlenebilmektedir. Yapilan arastirmalar, otofajinin timdr hiicrelerinde ve
mikrogevredeki islevlerini ortaya koyarak, otofajiye dayali kanser tedavileri

gelistirilmesine yonelik yeni yollar agmistir. (Debnath, Gammoh, & Ryan, 2023)



Hiicresel prion proteini (PrP¢), glikozilfosfatidilinositol (GPI) ¢apast ile hiicre
yiizeyine bagli bulunan bir glikoproteindir. Membran mikro bolgelerinde (lipid
rafts) lokalize olan bu protein, néronal hiicreler basta olmak iizere birg¢ok hiicre tipinde
eksprese edilir ve hiicre sinyallesmesi, adezyon, anti-apoptotik mekanizmalar,

oksidatif stres yanit1 ve protein homeostaz1 gibi ¢esitli hiicresel islevlerde rol oynar.

PrP¢, N-glikan modifikasyonlari tagtyan bir proteindir ve bu
modifikasyonlar, hiicre ~ dis1  sinyalleri  algilamada  ve  protein-protein
etkilesimlerinde kritik ©neme sahiptir. Ozellikle GPI ~c¢apasi, PrP¢nin hiicre
membraninda hareket etmesini, farkli reseptorler ve hiicre dis1 matris proteinleriyle
etkilesime girmesini saglar. Bu Ozellikleri sayesinde sinaptik  plastisite,
ndroproteksiyon ve hiicresel stres yanit1 gibi 6nemli biyolojik siireglerde gorev alir (C.

C. Yang et al., 2023).

PrP¢, patolojik kosullarda proteazlara direngli formu olan PrP5¢’ye doniiserek
ndrodejeneratif hastaliklara neden olabilir. Bununla birlikte, son yillarda yapilan
calismalar PrP“’nin kanser, otofaji, metastaz ve ila¢ direnci gibi siire¢lerde de rol

oynayabilecegini ortaya koymustur (Abi Nahed et al., 2023).

Prion proteininin metabolik siireclerdeki rolii biiyiik 6l¢iide acikliga kavusmus
olsada, kanser biyolojisindeki islevi halen arastirilmaktadir. Bu baglamda, prion
proteini ve otofaji arasindaki karsilikli etkilesimin derinlemesine incelenmesi, bu iki
mekanizmanin karsilastirmali degerlendirilmesi yoluyla yeni terapdtik stratejilerin
geligtirilmesine  katki  saglayabilecek potansiyel bir hedef olabilecegini

diisiindiirmektedir (Limone, Maggisano, Sarnataro, & Bulotta, 2023).

Hiicresel Prion proteininin (PrP¢), meme kanseri hiicre hatlarinda endoplazmik
retikulum (ER) stresi altindayken otofajik siireglerle etkilesimini ortaya koymay1
amaglayan bir ¢aligma planlanmistir. Literatliirde PrP’nin ¢esitli insan meme kanseri
hiicre hatlarinda ER stresi ile iligkili olabilecegi gosterilmis olsa da, bu iligkinin otofaji
mekanizmalart iizerindeki etkisi detayli bicimde arastirllmamistir. Ayrica, fare
kaynakli meme kanseri hiicre hatlarinda — gerek normal kosullarda gerekse ER stresine
maruz birakildiginda — PrP¢ diizeyleri ve bunun otofaji {izerindeki potansiyel

diizenleyici etkileri heniiz netlik kazanmamustir.



Bu kapsamda olusturulan c¢aligmanin temel hipotezi, PrP°nin hiicre ici stres
kosullarinda otofajik siirecleri modiile ederek tiimor hiicrelerinin hayatta kalmasini
etkileyebilecegi yoniindedir. Bu hipotez dogrultusunda, PrP®’nin otofaji iizerindeki
diizenleyici roliinlin hem hiicre tipine hem de uygulanan stres kosullarina bagh olarak
farklilik gosterebilecegi varsayilmigtir. Fare meme kanseri kokenli 4T1 ve 4T1-
HER2+ hiicre hatlar1 kullanilmigtir. Aragtirmanin ilk agsamasinda, her iki hiicre
hattinda normal fizyolojik kosullar altinda, Programlanmig hiicre 6liimii siireclerinde
gorev alan temel genler olan p62, LC3Il, Bax ve Bcl-2 genlerinin ekspresyon
diizeyleri belirlenmistir. Ardindan, hiicrede endoplazmik retikulum (ER) stresini
olusturmak amaciyla bir stres etmeni olarak Tunikamisin uygulanmig ve bu kosullar
altinda s6z konusu genlerin ekspresyon diizeylerinde meydana gelen degisiklikler
degerlendirilmistir. Son olarak, ER stresi altinda PrP¢ ifadesi siRNA transfeksiyon
yontemi araciligiyla baskilanmis ve bu baskilamanin otofaji ve apoptozis

belirteclerinin gen ekspresyon diizeyleri lizerindeki etkileri incelenmistir.

Her hiicre hatti i¢in kontrol, Tunikamisin (0.063 uMol/mL ve 0.073 uMol/mL ),
PrP¢ siRNA ve kombinasyon (siRNA + Tunikamisin) uygulamalarini iceren deney
gruplart olusturulmustur. Uygulamalar sonrast p62, LC3Il, Bax, Bcl-2 ve PrPc
genlerinin ekspresyon diizeyleri kantitatif ger¢cek zamanli PCR (qRT-PCR)
yontemiyle analiz edilmistir. Elde edilen veriler, 2°~ACq yontemi ile degerlendirilmis
ve istatistiksel analizler yontemi olarak One Way ANOVA kullanilmistir. Tim
analizler IBM SPSS® Statistics (Siiriim 30) yazilimi araciligiyla gerceklestirilmis
olup, anlamlilik diizeyi p < 0,05 olarak kabul edilmistir.

Bu yontemsel yaklagim sayesinde, ER stresi—PrP°—otofaji ekseninde bir iligki olup
olmadigina dair yeni bulgular elde edilmesi hedeflenmistir. Elde edilecek verilerin,
ozellikle solid tiimorlerin hayatta kalmasimi destekleyen metabolik adaptasyon
mekanizmalarindan biri olan otofajide PrP¢’nin iistlendigi potansiyel rolii aydinlatmasi
ve PrP®yi hedefleyen yeni nesil kanser tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katki

saglamas1 beklenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1 Kanser

Kanser, genetik ve fenotipik cesitliligi nedeniyle karmasik bir hastalik olup, tedavi
siirecinde 6nemli zorluklar olusturmaktadir. Bu zorluklardan biri olan timor igi
heterojenlik, tek bir timor iginde genetik ve epigenetik olarak farkli hiicre
poplilasyonlarinin bir arada bulunmasiyla karakterizedir. Bu g¢esitlilik, tiimdriin
biliylime dinamiklerini, metastaz potansiyelini ve tedaviye kars1 gelistirdigi direnci

dogrudan etkilemektedir.

Heterojenligin olusumunda hiicresel plastisite kritik bir rol oynar; kanser
hiicreleri, c¢evresel faktorlere ve tedaviye bagli baskilara uyum saglayarak yeni
fenotipler gelistirme yetenegine sahiptir. Bu siire¢, epigenetik mekanizmalar (DNA
metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve kodlamayan RNA’lar) ve genetik
degisiklikler (mutasyonlar, silmeler, kromozomal yeniden diizenlemeler) tarafindan
diizenlenmektedir. Ozellikle epigenetik degisimler, genetik kodda kalic1 bir degisiklik
yapmadan gen ekspresyonunu etkileyerek kanserin ilerlemesine katkida bulunur

(Babar et al., 2022; Remsik et al., 2018).

Kanser hiicreleri, dis sinyal gereksinimi olmaksizin otokrin yollarla biiyiime
faktorleri lireterek ve timor mikro ¢evresini sekillendirerek sinirsiz ¢ogalma yetenegi
kazanirlar. Bu hiicrelerin apoptozise karsi direnci ise ¢ogunlukla p53 tiimor baskilayici
proteinde meydana gelen islev kaybu ile iliskilidir (Judasz, Lisiak, Kopczynski, Taube,
& Rubis, 2022).

Otofaji, hiicresel ve organel diizeyde homeostazi saglayan temel bir mekanizma
olup kanser biyolojisinde hem tiimor baskilayici hem de tiimor destekleyici roller
iistlenebilir. Erken evrelerde timor gelisimini engellerken, ilerleyen evrelerde timdr
hiicrelerinin metabolik adaptasyonunu ve hayatta kalmasin1 destekleyebilir. Bu ¢ift
yonli rol, kanser tedavisinde otofajinin hedeflenmesine yonelik stratejilerin

gelistirilmesine olanak saglamaktadir (Debnath et al., 2023).



Tim bu faktorler birlikte ele alindiginda, tiimor i¢i heterojenligin kanser
tedavisine yonelik yaklasimlar1 biiyiikk Olgiide etkiledigi goriilmektedir (Cordani,
Dando, Ambrosini, & Gonzalez-Menendez, 2024). Bu nedenle, kanser biyolojisinin
daha iyl anlasilmast ve bireysellestirilmis tedavi yontemlerinin gelistirilmesi,

hastaligin yonetimi agisindan kritik bir dneme sahiptir.

2.1.1. Meme Kanseri

Meme kanseri, yiiksek goriilme siklig1 nedeniyle kiiresel bir saglik sorunu olup,
erken tam1 ve etkili tedavi stratejileri gerektirmektedir. Hastaligin molekiiler ve
morfolojik diizeyde gosterdigi heterojenlik (Kashyap et al., 2022), farkl: alt tipler i¢in
ozellestirilmis terapotik yaklasimlart zorunlu kilmaktadir. Bu nedenle, gelismis
molekiiler testler ve hassas tarama yOntemleri, erken teshis ve hasta prognozunun

tyilestirilmesinde kritik bir rol oynamaktadir (Kashyap et al., 2022).

Meme kanseri, gen ekspresyon profilleri ve immiinohistokimyasal belirteglere
dayanarak farkli alt tipler halinde siniflandirilan (Akram, Igbal, Daniyal, & Khan,
2017; Senkus et al., 2015) heterojen bir hastaliktir. Bu smiflandirma, hastaligin
biyolojik 6zelliklerini anlamak ve etkili tedavi stratejileri gelistirmek agisindan biiyiik

onem tagimaktadir (Yersal & Barutca, 2014).

e Liimenal A Alt Tipi
Liimenal A meme kanseri, dstrojen reseptdrii (OR) ve progesteron reseptorii (PR)
pozitif, ancak HER2 negatif olan bir alt tiptir. Diisiik proliferasyon indeksi (diisiik Ki-
67) ile karakterizedir ve genellikle iyi prognoza sahiptir. Tedaviye duyarlilig
yliksektir (J. J. Gao & Swain, 2018).

e Liimenal B Alt Tipi
Liimenal B alt tipi, OR pozitif ve HER2 negatif olabilecegi gibi HER2 pozitif de
olabilir. Yiiksek proliferasyon indeksi (yiiksek Ki-67) nedeniyle Liimenal A'ya gore
daha agresif bir seyir goOsterir ve prognozu daha kotidir. Tedavi
yaklasiminda hormonal tedaviye ek olarak kemoterapi onerilmektedir. Eger timor
HER2 pozitifse, HER2 hedefli tedaviler (trastuzumab gibi) de tedavi protokoliine
dahil edilir.



e HER2 Zengin (ErbB2 Pozitif) Alt Tipi
Bu alt tip, HER2 gen amplifikasyonu nedeniyle yiiksek HER2 ekspresyonu
gosterirken, OR ve PR negatif olup, genellikle agresif bir seyir izler. HER2 pozitif
timorler erken metastaz yapma egilimindedir, ancak HER2 hedefli tedavilerin
kullanima girmesiyle bu alt tipin prognozu 6nemli Olclide iyilesmistir. Tedavi

yaklagimi genellikle HER2 hedefli tedaviler ve kemoterapi kombinasyonunu igerir.

e Uclii Negatif (Bazal Benzeri) Alt Tip
Uclii negatif meme kanseri (TNBC),OR, PR ve HER2’nin ekspresyon
gostermedigi bir alt tip olup, siklikla bazal sitokeratinler ve epidermal biiylime faktorii
reseptorii (EGFR) pozitifligi ile karakterizedir. Bu tiimorler yiiksek proliferasyon
oranina sahip olup agresif seyirlidir ve erken niiks riski tasir. Uclii negatif tiimorler
icin hormonal veya HER2 hedefli tedavi segenekleri bulunmadigindan, kemoterapi

genellikle ana tedavi yontemi olarak uygulanmaktadir.

2.2 Prion Proteini

Hiicresel prion proteini (PrP¢), 20. kromozomda bulunan PRNP geni tarafindan
kodlanan ve glikofosfatidilinositol (GPI) ¢apasi ile hiicre yiizeyine tutunan 208 amino
asitlik bir proteindir (Hirsch, Martin-Lanneree, & Mouillet-Richard, 2017)(Sekil 2.1).
Baslangigta pre-pro-PrP°¢ olarak ~ sentezlenir = ve  endoplazmik  retikuluma
yonlendirilerek burada sinyal peptidinin ayrilmasiyla pro-PrP¢ formuna doniisiir (Hara
&  Sakaguchi, 2020). Daha sonraN baglhh glikozilasyon, GPI  ¢apasi
eklenmesi ve Golgi'de islenme siire¢lerinden gegerek olgun PrP¢ formunu kazanir ve

hiicre yiizeyine taginir (Legname, 2017).
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Sekil 2.1 Hiicresel Prion Proteinin yapisi. N-terminalde yapilandirilmamis alan ve
oktapeptid tekrarlari, C-terminalde ise o-sarmallar, B-tabakalar, disiilfit bagi, N-
glikanlar ve hiicre membranina tutunmasini saglayan GPI ¢apa yapist yer alir. (Kovac
& Curin Serbec, 2022)

PrP¢ sadece hiicre zarinda bulunmaz; geri donilisiim endozomlar: araciligiyla
stirekli igsellestirilerek golgi, cekirdek ve mitokondri gibi hiicre i¢i bolgelere de tasinir.
[k olarak nérodejeneratif hastaliklarla iliskili oldugu gosterilen PrPnin, stres yaniti,
hiicresel farklilasma, mitokondriyal homeostaz, bagisiklik diizenlenmesi ve miyelin
dengesi gibi bircok onemli hiicresel islevde rol oynadigi bilinmektedir (Sigurdson,
Bartz, & Glatzel, 2019). Prion hastaliklarinin patofizyolojisinde temel olay, normal
prion proteini (PrP¢)’nin anormal ve B-tabaka agisindan zengin bir form olan PrP5’ye
doniisiimidiir (Requena, 2020). Bu doniisiim siireci, prion hipotezinin temelini

olusturur.

Son yillarda yapilan ¢alismalar, PrP®nin timor ilerlemesiile baglantil
olabilecegini gdstermektedir (Go & Lee, 2020). Kanserin ayirt edici 6zelliklerinden
biri olan hiicre proliferasyonundaki degisiklikler, hiicrelerin daha hizli cogalmasina ve
bliylimeyi durduran sinyallere yanit vermemesine neden olur. PrP¢ hiicre
proliferasyonuna etki ederek kanser hiicrelerinin daha hizli ¢ogalmasina katki

sagladigi belirlenmistir (Mouillet-Richard, Ghazi, & Laurent-Puig, 2021).
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Sekil 2.2 Kanser tiplerine gore Hiicresel Prion Proteinin diren¢ ve duyarlilik bilgileri
((Mouillet-Richard et al., 2021) kaynagindan diizenlenerek alinmistir.)

Farklt kanser hiicre tiirlerinde PrP®nin asir1 ekspresyonu, sinyal iletim
mekanizmalarin1 ve apoptozis inhibitorlerini etkileyerek tedavi direncine neden olur
ve kanser hiicrelerinin belirli ilaglara kars1 hayatta kalmasini saglar (Sekil 2.2) (Yousaf
et al, 2022). PrP° ekspresyonu, metastatik mide kanseri vakalarinda, metastatik
olmayan mide kanserine kiyasla belirgin sekilde daha yiiksektir. Bu artig, timor
hiicrelerinin invazyon, destekleyerek hastaligin ilerlemesine katkida bulunabilir (Go
& Lee, 2020). Segici PrP¢ downregiilasyonunun, 6liim indiikleyici sinyal kompleksi
(DISC) olusumundan bagimsiz bir mekanizma araciligiyla Adriamisin direngli insan
kanser hiicrelerini TRAIL ile indiiklenen apoptozise duyarli hale getirdigi

gosterilmistir (Meslin et al., 2007).

Yiiksek PrP¢ ekspresyon seviyelerinin, bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunu
kolaylastirdig1, proliferasyonu tesvik ettigi ve hiicresel sinyal yollar1 aracilifiyla

farklilagmay1 artirdig1 gosterilmistir (Cha & Kim, 2023).



2.3 Otofaji

Otofaji, hiicrelerin proteinleri ve organelleri parcalayarak yeniden kullanmasini
saglayan ve hiicresel homeostazin siirdiiriilmesine katkida bulunan bir mekanizmadir.
Otofajiye ait mekanizma sekil 2.3°de verilmistir. Normal kosullarda hiicreyi koruyucu
bir iglev iistlenirken, otofajinin diizensiz caligmasi veya asir1 aktivasyonu hiicre
oliimiine yol agabilmektedir. Son yillarda otofajinin diizenlenmesi ve molekiiler
mekanizmalari izerine 6nemli ilerlemeler kaydedilmis olup, otofajiyi tetikleyen sinyal
yolaklar1 ve hiicresel siiregler ayrintili olarak incelenmistir. Ancak, otofajinin hiicre
tipi, cevresel faktorler ve fizyolojik kosullara bagli olarak nasil diizenlendigi, hiicreyi
ne zaman koruyucu ne zaman 6ldiiriicii bir mekanizma olarak isledigi gibi konular tam
olarak aydinlatilamamistir (S. Liu, Yao, Yang, Liu, & Wang, 2023). Otofajinin
diizensiz igleyisi, ndrodejeneratif hastaliklar, kardiyomiyopati, enfeksiyon hastaliklari,
tip II diyabet, yagl karaciger hastaligit ve kanser gibi cesitli hastaliklarla
iligkilendirilmistir (Amaravadi, Kimmelman, & Debnath, 2019; Klionsky et al., 2021).
Bu nedenle, otofajinin isleyisi ve hastaliklarla iliskisi iizerine daha fazla arastirmaya

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Sekil 2.3 Otofajik siirecin 6zeti.1)Baslatma: AMPK, mTORCI1’i baskilar ve ULK1
kompleksi araciligiyla otofaji baslatilmasi.2)Vezikiil Genislemesi: Beclin-1/VPS34
kompleksi otofajik vezikiil olusumunun desteklenmesi.3)ATG Kompleksi: ATG12-
ATG5-ATG16L kompleksi otofajik yapiya dahil olmasi.4)LC3 Islenmesi: LC3-II
formuna dontistiiriilerek otofagozoma entegre edilmesi.5)Fiizyon: SNARE kompleksi

aracilifiyla otofagozomlar lizozomlarla birleserek otolizozom olusturmasi (S. Liu et
al., 2023)

Otofaji, kanser gelisiminde kritik roller {istlenerek hiicre apoptozisi, metastazi ve
hiicre dongiisii gibi siirecleri diizenler (J. Zhang et al., 2023). Ancak, kanser tizerindeki
etkisi ¢ift yonliidiir; bir yandan tiimor olusumunu baskilayarak koruyucu bir rol
oynarken, diger yandan hiicresel metabolik stresi azaltarak tiimor biiylimesi ve
ilerlemesine katkida bulunabilir (J. Zhang et al.,, 2023). Bu durum, otofajik
mekanizmalarin daha iyi anlagilmasinin, kanser tedavilerine yonelik yeni ve etkili

stratejilerin gelistirilmesi agisindan biiyiik 6nem tasidigini gostermektedir.

Fonksiyonel olarak otofaji, hiicre hayatta kalimini destekler, enerji iiretimini
artirtr ve bagisiklik yanitlarina aracilik eder. Otofaji genlerinin kaybi, hiicresel stresin
bir gdstergesi olan katlanmamis protein yaniti (UPR) indiikler (Senft & Ronai, 2015).
UPR’nin temel islevi, ERAD sistemi ve saperon proteinlerinin diizenlenmesi yoluyla
protein sentezini kontrol altina almak ve hiicrenin toparlanmasini saglamaktir. Bu
stireg, transkripsiyon faktorleri araciligiyla gen ekspresyonunu yonlendirir. Hiicresel
dengeyi koruyarak, otofaji ve sagkalim mekanizmalarmin etkinligini siirdiirmeye

yardimci olur (Lin, Jiang, Chen, Zhao, & Wei, 2019).

2.4 Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulum (ER), salgi yolunun merkezi organeli olup, protein
translokasyonu, katlanmasi ve post-translasyonel modifikasyonlarindan sorumludur.
Bu siiregler, proteinlerin Golgi aygitina iletilmesini ve vezikiiller araciligiyla
salgilanmasini veya plazma membraninda sergilenmesini saglar. ER fonksiyonundaki
bozulmalar, "ER stresi" olarak (Sekil 2.4) bilinen duruma yol agarak, protein
homeostazini yeniden saglamak icin hiicre i¢i sinyal iletim mekanizmalarinin hassas

bir sekilde diizenlendigi katlanmamis protein yanitin1 (UPR) tetikler.
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Sekil 2.4 ER stresinin olusumunda etkili olan mekanizmalar (X. Chen & Cubillos-
Ruiz, 2021)

UPR, inositol-requiring enzyme 1 (IRE1), ¢ift sarmalli RNA ile aktive olan
protein kinaz R (PKR)-benzeri ER kinaz (PERK) ve aktiflestirici transkripsiyon
faktorii 6 (ATF6) olmak tizere ii¢ ER sensorii tarafindan baslatilir ve diizenlenir (X.
Chen, Shi, He, Xiong, & Xia, 2023). UPR’nin hedef genleri, protein katlanmasi,
ERAD, oksidatif stres, otofaji, mitokondriyal islev bozuklugu ve dokuya gore degisen
metabolik yollarla baglantilidir (Sano & Reed, 2013).

XBP-1 mRNA, IRE1 endoriboniikleaz tarafindan belirli bolgelerden kesilir ve
daha sonra yeniden birlestirilerek aktif formu olan XBP-1s’1 olusturur. Bu siire¢, XBP-
I'in yapisini degistirerek onun ER saperonlarini, ER translokon kanallarimi, ER ile
iligkili bozunuma (ERAD) bilesenlerini ve lipid metabolizmasi enzimlerini

diizenlemesini saglar (Volkmann et al., 2011).

PERK, ATF4 araciligiyla otofaji genlerinin ekspresyonunu artirarak otofajiyi
destekler. Bulgular, ATG5 ve ATG7'nin koruyucu etkisinin ER-faji yoluyla PERK
sinyaline bagli oldugunu ve PERK'in ER homeostazi ve hiicre sagliginda kritik bir rol
oynadigini gostermektedir (Zheng et al., 2019).
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Yapilan bir ¢alismada, kanser hiicrelerinin in vivo ortamda siklikla maruz kaldig:
bir stres faktorii olan serum yoksunluguna yanit olarak PERK ekspresyonunun IRE1
aracilifiyla diizenlendigi goézlemlenmis ve bu bulgu, IREI-PERK etkilesiminin
fizyolojik ER stres kosullar1 altinda islevsel oldugunu ortaya koymustur (Ong et al.,
2024). ATF6 sinyalizasyonunun, hiicre kaderini dogrudan belirlemekten ziyade,
hiicrelerin uzun siireli kronik stres kosullarina uyum saglamasina yardimci olan bir
mekanizma olarak islev gordiigii one siiriilmiistiir (Walter, O'Brien, Concannon,
Dussmann, & Prehn, 2018). Bu siire¢, endoplazmik retikulumda meydana gelen yanlis
katlanmis proteinlerin dengelenmesine katkida bulunarak, hiicrelerin stres kosullari
altinda hayatta kalmasin1 destekleyebilir. Ayrica, ATF6’nin diizenledigi genler
aracilifiyla ER homeostazinin  korunmasina yardimcr oldugu ve hiicresel

fonksiyonlarin siirdiiriilebilirligine katkida bulundugu diisiiniilmektedir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 Caismada Kullanilan Materyaller ve Cihazlar

Caligmada kullanilan materyaller, cihazlar ve sarf malzemeleri asagidaki

tablolarda listelenmistir (Tablo 3.1 ve 3.2).

Tablo 3.1 Calismada kullanilan materyaller.

Materyaller Katalog Uretici
Numarasi Firma
RPMI 1640 Medyum MCL-037 Serena
%25 Trypsin - EDTA B103-052-1B Biond
Penicillin Streptomycin B103-031-1C Biond
T75 Filter cap cell culture flask 788.003 Nest
TC-Treated multiple 6 well plate 703.001 Nest
Fetal Bovine Serum AU-035 Serena
Tunikamisin T7765 Sigma
MTT M5655 Sigma
DMSO 276855 Sigma
PrP¢ siRNA (Mouse) 10 pm sc-36319 Santa Cruz
siRNA Transfection Reagent sc-29528 Santa Cruz
siRNA Diliisyon Tamponu sc-29527 Santa Cruz
Control siRNA (FITC conjugate-A) 10 uM | sc-36869 Santa Cruz
siRNA Transfeksiyon Medyumu sc-36868 Santa Cruz
RNA Purification Kit 101-01-05 AB.T.
cDNA Synthesis Kit Q03-01-05 AB.T.
2X qPCR EVA-Green MasterMix Q02-01-01 AB.T.
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Tablo 3.2 Calismada kullanilan cihazlar ve sarf malzemeleri

Cihazlar ve Sarf Malzemeleri Uretici Firma
Pipetorler (10, 20, 100, 1000 ul) Eppendorf, ABD
Santrifiij Eppendorf, ABD
Laminar Hava Akimli Siif II Kabin Laborlldam, Tiirkiye
CO2 Inkiibator PHCbi, Japan
Hiicre Kiiltiir Flasklar1 (25, 75 cm2) Nest, Cin
Hiicre Kiiltiir Plakalar1 (6, 24, 96 Nest, Cin
kuyucuklu)

Steril Serolojik Pipet (1, 5, 10, 25 ml Nest, Cin

PCR Tiipleri SSIbio, ABD
Mikroplaka Okuyucu Bio-Rad, Japan
Real Time PCR Bio-Rad, Japan
Spektrofotometre Thermo Scientific
Inverted Mikroskop Medkal, Cin
Konfokal Mikroskop NIH, ABD

3.2 Hiicre Hatlarinin Temini ve idamesi

Tez caligmasinda, Immune Innovation Laboratory Peter MacCallum Cancer
Centre, Melbourne, Avustralya’dan Prof. Michael H. Kershaw’dan temin edilen 4T1
ticlli negatif fare meme kanseri ve 4T1 HER2(+) hiicre hatlar1 kullanilmistir. 4T1 hiicre
hatt, triple negatif meme kanseri (TNBC) modellemesi i¢in yaygin olarak kullanilan,
yiikksek invaziv ve metastatik kapasiteye sahip bir meme adenokarsinom hiicre
hattidir. 4T1-HER2+ hiicre hattiise, insan HER2+ meme kanseri alt tipini
modellemek amaciyla HER2 geni ile modifiye edilmis bir varyanttir. Hiicrelerin
kokeni, BALB/c fare meme tiimorlerinden elde edilmistir. Calismada kullanilan
hiicreler, temin edildikten sonra kurum laboratuvarinda kiiltiire alinarak 4-6. pasajlar
arasinda deneysel islemlerde kullanilmistir. 4T1 ve 4T 1-HER2+ hiicre hatlarinin temel

fenotipik ve biyolojik 6zellikleri Tablo 3.3’de detayli olarak sunulmustur.
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Tablo 3.3 Calismada kullanilan fare meme kanser hiicre hatlarinin 6zellikleri.

Tiimor

Hiicre Hattt . . OR PR HER2
Tipi
Triple
411 negatif ] ] ]
4T1-HER2 HER2 i N
(+) enriched

OR: 6strojen reseptdrii, PR: progesteron reseptdrii, HER2: insan epidermal biiyiime
faktorli 2 (human epidermal growth factor receptor 2)

4T1 ve 4T1-HER2+ hiicre hatlari, RPMI-1640 besiyerinde %10 1s1 ile inaktive
edilmis fetal sigir serumu (FBS), 100 pg/mL streptomisin ve 100 U/mL penisilin
ilavesiyle kiiltiire edilmistir. Hiicreler, %5 CO: ve nem igeren, 37°C sicakliktaki
inkiibatdrde (Laborildam, Tiirkiye) cogaltilmistir. Kiiltiir siiresince hiicrelerin canlilik
durumu, proliferasyon kapasitesi ve olasi kontaminasyonlar ters (inverted) mikroskop
(Medkal, Cin) ile diizenli olarak kontrol edilmistir. Hiicre yogunlugu %80’in iizerine
ulastiginda, uygun kosullarda pasajlama islemi gerceklestirildi. Uzun siireli saklama
amaciyla, hiicreler %10 dimetil siilfoksit (DMSO) igeren FBS ile freezing-mix
cozeltisi hazirlanarak dondurulmus ve kriyoviyaller iginde sivi azot tankinda -

196°C’de muhafaza edilmistir.

a b d
Sekil 3.1. 4T1 ve 4T1-HER2+ hiicre hatlarinin 4X’lik biiyiitmedeki mikroskop
goriintiisii (a: 4T1-HER2, b: 4T1)

3.3 Hiicrelerde ER Stresi Olusturma

Hiicrelerde endoplazmik retikulum (ER) stresi olusturmak amaciyla, ER stressorii
olarak bilinen Tunikamisin (7765, SIGMA) kullanilmistir. Tunikamisin, N-bagh
glikozilasyonun inhibisyonu yoluyla ER stresini indiikleyen bir antibiyotiktir
(Dawood & Altobje, 2020) ve deneysel olarak birgok calismada ER stres

mekanizmalarinin arastirilmasinda kullanilmaktadir.
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Bu ¢alisma kapsaminda, ticari olarak temin edilen Tunikamisin, %100 dimetil
siilfoksit (DMSO) igerisinde 1 mg/mL konsantrasyonunda c¢oziilerek ana stok
sollisyonu hazirlanmis ve -20°C'de saklanmistir. Calismalarda, hiicrelere uygulanacak
Tunikamisin konsantrasyonu ve siiresinin belirlenmesi i¢in literatlirdeki Onceki
caligmalar temel alinarak, doz optimizasyonu ger¢eklestirilmistir (M. Liu, Honjo,

Yamagishi, & Aihara, 2025; You, Li, & Guan, 2018).

Tunikamisin uygulamasimin hiicre canlilif1 tizerindeki etkisini degerlendirmek
amaciyla, hiicreler belirlenen dozlarla (0,075 / 0,10/ 0,15/ 0,20/ 0,25/ 0,30/ 0,35 /
0,40 / 0.50 ve 0.60 uM/mL) muamele edilmis ve sitotoksik etkinlik, 24, 48 ve 72
saatlik MTT (metil tiyazolil tetrazolyum) testi ile 6l¢iilmiistiir. Hiicrelerin metabolik
aktivitesi lizerindeki degisimler takip edilerek etkin konsantrasyon belirlenmis ve en
az li¢ tekrarli MTT testleri sonucunda kullanilacak optimal dozlar ve saat se¢ilmistir.
ER stresinin hiicresel diizeyde dogrulanmasi i¢in stres yaniti ile iligkili genlerin
ekspresyon seviyeleri Real-Time PCR analiz sistemleri ile degerlendirilmis ve elde

edilen veriler kontrol grubu ile karsilastirilmistir.

3.4 MTT ile Hiicre Canlihg: Takibi

ER stresi olusturmak i¢in kullanilan Tunikamisin’in hiicre canlilig1 lizerindeki
etkisini belirlemek ve hiicrelerin %50’sini 6ldiiren dozunu (ICso) tespit etmek
amaciyla, mitokondriyal dehidrogenazlarin tetrazolium tuzlarini renkli formazan
bilesiklerine indirgemesi prensibine dayanan MTT testi uygulanmistir (Ghasemi,

Turnbull, Sebastian, & Kempson, 2021).

MTT olgiimleri i¢in dncelikle genis bir doz araligi belirlenmis ve Tunikamisin'in
4T1 ve 4T1-HER2" fare meme kanseri hiicre hatlarinda olusturdugu ER stresinin
optimal doz aralig1 saptanmaya calisilmistir. Bu kapsamda, 0,050/ 0,075/ 0,10/ 0,15
/0,20 / 0,25 / 0,30 / 0,35 / 0,40 ve 0.50 uM/mL konsantrasyonlarinda doz
hesaplamalar1 yapilmistir. Deneyde pozitif kontrol grubu (ilag uygulanmamis

hiicreler) dahil olmak tizere toplam 11 grup olusturulmustur.
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Deneyin ilk giiniinde, her bir kuyucuga 100 pL olacak sekildel x 10*
hiicre/mL yogunlugunda hiicre ekimi gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol grubu i¢in
belirlenen ilk {i¢ kuyucuga 100°er puL besiyeri eklenerek toplam hacim 200 pL’ye
tamamlanmis ve hiicreler 37°C sicaklik, %5 CO: ve %95 nem igeren inkiibatorde bir
gece bekletilmistir. ikinci giin, her doz grubunda iiger tekrarl olacak sekilde belirlenen
konsantrasyonlarda Tunikamisin uygulamasi yapilmis ve hiicreler inkiibatdrde 24 saat

siireyle inkiibe edilmistir.

Belirtilen inkiibasyon siiresinin sonunda, her kuyucuga 20 pL MTT (M5655,
Sigma) ¢ozeltisi eklenmis ve hiicreler inkiibatorde 4 saat boyunca bekletilmistir.
Bekleme siiresi tamamlandiktan sonra kuyucuklardaki slipernatan uzaklastirilmis ve
olusan Formazan kristallerini ¢oziindliirmek amaciyla her kuyucuga 200 uL. DMSO
eklenmistir. Arka plan (background) absorbans degerlerini belirlemek i¢in ise, ilave
olarak sadece 200 uL. DMSO igeren 3 bos kuyucuk hazirlanmistir. Ardindan, renk
olusumunun homojen hale gelmesi igin plakalar ¢alkalayicida 5 dakika calkalanmis ve
mikroplaka okuyucuda (Bio-Rad, Japan) 570 nm absorbans degerinde 6l¢iimler
gerceklestirilmistir. Tunikamisin’in hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisi, {i¢ kez
tekrarlanan Ol¢iimlerle degerlendirilmis ve elde edilen veriler GraphPad Prism

yazilimi ile analiz edilerek ICso degeri hesaplanmustir.

3.5 RNA interference Yontemi ile PrP¢ Kodlayan Genin Susturulmasi

Prion proteinin anlatim1 baskilamak i¢in uygulanan siRNA transfeksiyon yontemi,
Santa Cruz Biotechnology tarafindan saglanan PrP°¢ siRNA (sc-36318) (Sense:
GCCCAGCAAACCAAAAACCCLULt, Antisense:
AGGGUUUUUGGUUUGCUGGGCtt) kullanilarak gerceklestirilmistir.
Transfeksiyon sirasinda iiretici firmanin 6nerdigi standart protokol adimlar1 izlenmis

ve agagida ayrintili olarak belirtilen ¢ozeltiler kullanilmistir.

Deneyin ilk asamasinda, 8 kuyulu kiiltiir plakasinin her bir kuyusuna, 1000 pL
antibiyotiksiz tam biiylime ortami (RPMI-1640 + %10 FBS) icerisinde 2 x 10°

hiicre ekilmistir.
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Hiicrelerin yilizeye tutunmasini ve saglikli bir sekilde biiyiimelerini saglamak
amaciyla hiicreler, %95 nem, %5 CO: igeren 37°C sicakliktaki inkiibatdrde, % 80
yogunluga ulasincaya kadar inkiibasyon yapilmis ardindan transfeksiyon agamasina

gecilmigtir.

Transfeksiyon soliisyonlarinin hazirlanmasi iglemi i¢in 8 kuyulu bir grup baz

alinarak, agagidaki iki ayri1 soliisyon hazirlanmistir:

e Soliisyon A:
o PrP°siRNA (sc-36318) stok ¢ozeltisinden 6 pL alinmis,
o siRNA Transfeksiyon Ortami (sc-36868) ile 100 pL’ye tamamlanarak

karistirilmastir.

Bu ortam, siRNA’nin hiicre i¢ine kolayca girebilmesi i¢in 6zel olarak
hazirlanmigtir. Serum igermedigi i¢in sSiRNA'nin bozulmasini 6nler ve etkisini
kaybetmeden hiicreye ulagsmasini saglar. Aynm1 zamanda, hiicrelerin canli
kalmasma uygun kosullar1 saglayarak transfeksiyon siirecinin daha basarili

olmasina yardimci olur.

e Soliisyon B:
o siRNA Transfeksiyon Reaktifi (sc-29528)’den 6 pL alinmis,
o siRNA  Transfeksiyon ~ Ortami (sc-36868) ile 100 ul’ye

tamamlanmustir.

Bu reaktif, siRNA ile birleserek hiicre zarindan ge¢mesini kolaylastiran 6zel
yapilar olusturur. Bu yapilar hiicre tarafindan igeri alinir ve siRNA'nin hiicre

icinde hedef mRNA’y1 susturmasini saglar.

e Soliisyon A ve B, esit hacimde birlestirilerek 1:1 oraninda karistirilmis ve oda
sicakliginda 45 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Bu siirede, siRNA ile

reaktifin karigarak hiicreye girebilecek kararli yapilar olusturmasi saglanmustir.

Transfeksiyon asamasi i¢in; karisimi hazirlandiktan sonra, her bir kuyucuga asagidaki

adimlar uygulanmstir:
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1. 200 pL siRNA: Transfeksiyon reaktifi karigimi (A+B) eklenmistir.

2. Ardindan her kuyucuga ilave olarak 800 pL siRNA Transfeksiyon Ortami (sc-
36868) eklenerek hacim 1 mL’ye tamamlanmuigtir.

3. Hiicreler bu ortamda 37°C, %S5 CO: inkiibatérde 6 saat boyunca inkiibe

edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda; her bir kuyucuga 250 pL taze besiyeri (RPMI-1640 + %10
FBS + %]1 antibiyotik) eklenmistir. Boylece toplam hacim artirilmis ve olas1 toksik

etkilerin azaltilmasi saglanmustir.

Hiicreler, bu ortamda 37°C’de, %5 CO: i¢eren inkiibatorde 18—24 saat daha inkiibe
edilmistir. Bu siirenin ardindan transfeksiyon karisimi ortamdan uzaklagtirilmis, her
kuyucuga 1 mL taze besiyeri (RPMI-1640 + %10 FBS + %1 antibiyotik) eklenmis ve
hiicreler deneysel uygulamaya uygun olacak sekilde 24—72 saat boyunca kiiltiire

edilmisgtir.

Hiicreler tripsinizasyon yapilmadan dogrudan toplanmis ve Real-Time PCR
analizleri i¢in hazirlanmak iizere -80°C’de saklanmistir. Boylece RNA izolasyonu igin

uygun sekilde muhafaza edilmistir.

3.6 siRNA Transfeksiyonunun Konfokal Mikroskop ile Dogrulanmasi

Transfeksiyon uygulamasinin basari diizeyini degerlendirmek ve hiicre i¢i alimi
dogrulamak amaciyla, kontrol grubu olarak fluorescein izotiyosiyanat (FITC) ile
isaretlenmis kontrol siRNA (sc-36869, Santa Cruz, ABD) kullanilmistir. Bu gruptaki
hiicrelere PrP¢ siRNA yerine FITC-konjugatl, bilinen hicbir mRNA'y1 hedeflemeyen
ve spesifik yikima neden olmayan scramble dizili kontrol siRNA eklenmistir. Uretici

firmanin 6nerdigi protokol adim adim takip edilerek transfeksiyon gergeklestirilmistir.

Transfeksiyondan 6 saat sonra, hiicreler fluoresan sinyalin hiicre i¢ine alinip
alinmadigin1 ve sitoplazmik lokalizasyonunu degerlendirmek amaciyla konfokal
mikroskopi analizine alinmistir. Goriintiileme islemleri, yliksek ¢oziiniirliiklii Leica
SP8 lazer taramali konfokal mikroskop (Leica Microsystems, Almanya) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu analizde, FITC-siRNA'nin sitoplazma igerisinde yaygin bir
sekilde lokalize oldugu gozlemlenmis ve bu durum, siRNA'nin hiicre zarini basariyla

gecerek hiicre igerisine alindigmi gdstermistir. immiinofloresan gériintiilere ait sayisal
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ve yogunluk analizleri Image J yazilimi (v1.54c, NIH, ABD) kullanilarak
gerceklestirilmistir.

3.7 immunofloresan Yogunluk Analizi

siRNA protokolii uygulamasi sirasinda, hiicre i¢i alimi dogrulamak amaciyla
FITC ile konjuge edilmis kontrol siRNA (sc-36869, Santa Cruz) kullanilmuistir.
Kontrol siRNA, higbir bilinen mRNA’y1 hedeflemeyen ve spesifik yikima neden
olmayan baz dizisine sahiptir (Sense: CUUACGCUGAGUACUUCGALt,
Antisense: UCGAAGUACUCAGCGUAAGtt)

Transfeksiyonu takiben elde edilen immiinofloresan goriintiiler, Image J yazilimi
(v1.54c; National Institutes of Health, ABD) kullanilarak kantitatif olarak analiz
edilmigstir. Gorlintiiler yazilima aktarildiktan sonra, her deney grubundan rastgele

secilen 10 hiicre bolgesinde floresan yogunlugu degerlendirilmistir.

Analiz ~ silirecinde, Image J yazilm arayiiziinde Analyze >  Set
Measurements sekmesi acilmis ve “Area”, “Standard Deviation”, “Min & Max Gray
Value”, “Integrated Density” ve “Mean Gray Value” se¢enekleri isaretlenmistir. FITC
sinyali i¢eren hiicre alanlari, “Polygon” araci ile manuel olarak secilmis ve Analyze >

Measure komutu kullanilarak sayisal verilere doniistiiriilmiistiir.

Integrated Density, secilen hiicre alanindaki tiim piksel degerlerinin toplamini
ifade eder ve teknik olarak, bu deger secilen alan ile “Mean” (Ortalama Gri

Deger) carpimiyla elde edilir.

Arka plan etkisini ortadan kaldirmak amaciyla, floresans icermeyen hiicre dist
bolgelerden, analiz yapilan hiicrelerle ayni piksel boyutlarinda alanlar belirlenmis ve
bu bolgelerin ortalama yogunluk degerleri arka plan diizeltmesinde kullanilmistir. Her
bir hiicre i¢cin DTHF (Diizeltilmis Total Hiicre Floresan Yogunlugu) degeri su formiile

gore hesaplanmaistir:

DTHF = Integrated Density — (Hiicre Alani X Ortalama Arka Plan Yogunlugu)

20



3.8 Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir reaksiyonu (RT Q-PCR)

RNA izolasyonu: Toplam RNA izolasyonu, ticari olarak temin edilen RNA
izolasyon kitleri (20105, A.B.T.) kullanilarak, {iretici firmanin belirledigi protokoller
dogrultusunda gerceklestirilmistir. RNA izolasyonu i¢in 1 x 10° hiicre santrifiij
edilerek siipernatan uzaklastirilmis ve elde edilen hiicre peleti, fosfat tamponlu salin
(PBS) ile yikanarak hiicresel kalintilar ve potansiyel kontaminantlardan arindirilmistir.
Temizlenen hiicreler, uygun liziz tamponlartyla parcalanarak homojenize edilmis ve
ardindan organik ¢oziicli eklenerek faz ayrimi saglanmistir. Elde edilen sulu faz,
RNA'nin saflagtirilmasi amaciyla spin kolona yiiklenmis ve {iretici firmanin
protokoliine uygun olarak yikama adimlar gergeklestirilmistir. Son olarak,
saflastirilmis RNA, niikleaz icermeyen su ile diliie edilmistir. Izolasyon islemi
tamamlandiktan sonra, RNA’nin miktarin1 ve Kkalitesini belirlemek amaciyla
spektrofotometrik analizler gergeklestirilmistir. NanoDrop (Nanodrop™ 2000C,
Thermo Scientific™, ABD) spektrofotometresi kullanilarak RNA’nin A260/A280
oranlari dl¢iilmiis ve saflig1 degerlendirilmistir. A260/A280 oraninin 2,0-2,1 arasinda
olmasi, protein ve fenol gibi kontaminantlarin bulunmadigin1 gdstermistir. RNA

ornekleri buz iizerinde tutulmus ve cDNA sentezi asamasina gecilmistir.

cDNA Sentezi: Toplam RNA’dan tamamlayict DNA (cDNA) sentezi, ticari bir
cDNA sentez kiti (C03-01-05, A.B.T.) kullanilarak {iretici firmanin protokoliine
uygun sekilde gerceklestirilmigtir. ¢cDNA sentezi sirasinda, her RNA Ornegine
oligo(dT) primer ve kit igeriginde yer alan random hekzamer primerler eklenmistir.
Oligo(dT) primerler mRNA’nin poli(A) kuyruguna baglanarak 6zgiil cDNA sentezi
saglarken, random hekzamer primerler RNA popiilasyonunun tamamini hedef alarak
daha kapsamli bir sentez saglamistir. Devaminda reaksiyon tamponu, RNaz inhibitorti,
dNTP karisimi ve reverse transkriptaz enzimi eklenmis, tiim bilesenler kisa siireli
santrifiijle homojen hale getirilmistir. Reverse transkriptaz reaksiyonu baslamadan
once tiipler buz tlizerinde tutulmus ve sonrasinda iiretici firmanin 6nerdigi sicaklik ve

siire kosullarina gore termal dongii cihazinda inkiibe edilmistir (Tablo 3.4).
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Tablo 3.4 cDNA sentezi dongiisel sicaklik ve siireleri

RT Asamalar Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
1. Adim 25 10 dakika 1
2. Adim 37 120 dakika 1
3. Adim 85 5 dakika 1
4. Adim 4 Siiresiz (o) 1

Sentezin ardindan elde edilen cDNA iiriinleri, iiretici protokoliinde belirtildigi
sekilde -20°C’de saklanmis ve ileri analizlerde sablon olarak kullanilmak {izere

muhafaza edilmistir.

Gen ekspresyon analizlerinde kullanilan primer dizileri Tablo 3.5’te sunulmustur.
Primerler, hedef gen bolgelerine 6zgiilliigiin saglanabilmesi amaciyla National Center
for Biotechnology Information (NCBI) veri tabanindaki referans diziler temel alinarak
tasarlanmistir. Tasarim siirecinde Primer3 programi kullanilmis ve primerlerin
uzunluk, erime sicaklig1 (Tm), GC igerigi, ikincil yap1 ve dimerlesme potansiyeli gibi
parametreleri dikkate alinmistir. Boylece deneysel dogrulugu yiiksek, giivenilir ve
tekrarlanabilir sonuglar elde etmeyi saglayacak primerler se¢ilmistir.

Tablo 3.5 Primer dizileri tabloda verilmistir.

Primer Ad1 Primer Dizisi

PrP¢ Left Primer TTCACCTGTCCAAGTCAGCA

Right Primer TTGTAGACTCGCACCACCA

P62 Left Primer GGAGTACCTGAACCCTCTCG
Right Primer CTCTGGTGATGGAGCCTCTC

LC3I1 Left Primer TGTTGTCAGCAGGTCCTCAT
Right Primer CGAACTCAGAAATCCGCCTG

Bax Left Primer GCAGGCGGTTCTCTATGTTG
Right Primer TTTGAGCAGGGGAAGGGTAG

Bcl-2 Left Primer TTGTAATTCATCTGCCGCCG
Right Primer AATGAATCGGGAGTTGGGGT
GADPH Left Primer GAAGATATGGGCACAGGGGA
Right Primer CAAGAAGATGCGGCTGTCTC
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Real-Time Kantitatif PCR (qQRT-PCR) Analizi: Ger¢ek zamanli kantitatif PCR
(qRT-PCR) analizi, BIO-RAD (CFX Connect) real-time PCR cihazi kullanilarak EVA
Green Master Mix (Q02-01-01, A.B.T.) yontemiile gerceklestirilmistir. PCR
reaksiyonu i¢cin EVA Green Master Mix, ileri (forward) ve geri (reverse) primerler,
sablon cDNA ve niikleaz icermeyen su (RNAz-free water)iceren toplam 20
uL’lik reaksiyon karigimlart hazirlanmistir. Hazirlanan tiipler real-time PCR cihazina
yerlestirilmis ve tiretici firmanin 6nerdigi termal dongii protokolii uygulanmistir. PCR
programi baglangic denatiirasyonu (95°C), dongiiler boyunca denatiirasyon (95°C),
primer baglanmasi (55-65°C) ve uzama (72°C) asamalarindan olugmustur. Her dongii
sonunda, EVA Green boyast aracilifiyla floresan sinyali Olcililerek DNA
amplifikasyonu takip edilmistir. Amplifikasyon sonrasi, melt curve (erime egrisi)
analizi yapilarak spesifik olmayan baglanmalar ve primer dimerleri kontrol edilmistir.
Gen ekspresyon seviyeleri, Ct (esik dongiisii) degerleri lizerinden hesaplanmis
ve AACt yontemi ile normalizasyon yapilarak referans genlere gore karsilagtirilmistir.

Sonuglar istatistiksel olarak analiz edilmistir.

3.9 istatistiksel Analiz

Gen ifadesi analizinde kullanilan Cq (veya Ct) degeri, DNA ¢ogalmasinin belirli
bir seviyeye ulastigi dongii sayisin1 gosterir. Bu deger, floresan sinyalinin arka plan
seviyesini asip algilanabilir hale geldigi noktada o6lgiiliir. Bu noktadan sonra DNA
miktart hizli bir sekilde artmaya baglar. Gen ifadelerinin hesaplanmasit ve
degerlendirilmesinde ise 2-AACq metodundan faydalanilmigtir. Her bir deney
ornegine ait ¢ift tekrarlt ACq degerleri, 2*-ACq formiilii (Rao, Huang, Zhou, & Lin,
2013) kullanilarak iistel doniisiime tabi tutulmus ve bu sekilde gen ekspresyon
seviyeleri hesaplanmistir. Ardindan, deney gruplarindaki her bir 6rnek i¢in elde edilen
2"-ACq degerlerinin ortalamasi alinarak, bu degerler kontrol grubunun ortalamasina
bolinmiis ve 2"-AACq degeri elde edilmistir. Bu yontemle, gen ekspresyon
diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla ne 6lciide degistigi belirlenmistir. Kullanilan

denklemler asagida verilmistir:

ACq = Cq (hedef gen) — Cq (referans gen)
2M-AACq = (2M-ACq_ortalama_deney) / (2"-ACq_ortalama_kontrol)
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Sonuglarin  istatistiksel analizi, 27"~AACq degerleri temel alinarak
gerceklestirilmigtir. Verilerin grup karsilastirmalarinda tek yonlii varyans analizi
(One-Way ANOVA) yontemi  kullanilmis  ve gruplar arasindaki anlamh
farkliliklar, Post-Hoc Tukey testiile belirlenmistir. Tiim analizler, IBM SPSS®
Statistics (Siiriim 30) yazilimi kullanilarak yapilmustir. Istatistiksel olarak anlamli

kabul edilen p degeri 0,05 ve alt1 olarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1 Bulgular

4.1.1 MTT ile Hiicre Canlihg Takibi

4T1 ve 4T1 HER2+ hiicre hatlarinda gergeklestirilen MTT testinde, Tunikamisin
uygulamasina kars1 hiicre canlilik diizeyleri degerlendirildi; elde edilen absorbans
verileri GraphPad Prism yazilimi kullanilarak analiz edildi. Yapilan analiz sonucunda,
doz-yanit egrisi dogrultusunda ICso (yar1 maksimal inhibitor
konsantrasyon) degeri 0.063 pMol/mL olarak hesaplanmistir (Sekil 4.1). Elde edilen
deger, Tunikamisin’ in hiicre canlilifin1 %50 oraninda inhibe ettigi konsantrasyonu
temsil etmektedir. Tunikamisin uygulanan doz gruplar1 degerlendirildiginde (0,050/
0,075 / 0,10 / 0,15 / 0,20 / 0,25 / 0,30 / 0,35 / 0,40 ve 0.50 uM/mL), 0.05
uMol/mL dozunda hiicre canlilifinda anlamli bir azalma gézlenmis, bu dozun belirgin
sitotoksik etki olugturmaya basladig1 belirlenmistir. 0.10 uMol/mL dozundan itibaren
ise hiicre canlilik oraninda yiiksek bir diisiis tespit edilmistir. Tiim uygulamalar, 3

tekrarli ve 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda degerlendirilmistir.

4T1 1C50 Degeri 4T1 HER2+ IC50 Degeri
1009 100-¢
T ‘ - \
o 80+ o 80-
[ [
a =}
X 60 X 60
T T
S 404 S 404
E $ ‘
5 207 s N 20~ e
> i B | > e 0
0 T T _.I_._I 0 T .| : T : 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
Uygulama Dozlari (uM/mL) Uygulama Dozlari (uM/mL)

Sekil 4.1 4T1 ve 4T1 HER2+ hiicre hatlarinda gerceklestirilen MTT testi sonucunda
ICso degeri 0,063 umol/L olarak belirlendi (GraphPad Prism, Ver. 9.0)

Stres etkilerinin daha ayritili incelenebilmesi amaciyla, ICso degerinin +0.010
pMol/mL araliginda yer alan 0.073 pMol/mL konsantrasyonu da ¢aligma kapsamina
dahil edilmistir. Bu dogrultuda, 0.063 pMol/mL (ICso degeri) ve 0.073 uMol/mL (ICso

+ 0.010) dozlarinda uygulamalar gergeklestirilmistir. Belirlenen bu iki doz seviyesi
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kullanilarak, siRNA  transfeksiyonu ve Gergek  Zamanli PCR  (Real-Time
PCR) analizlerine yonelik deney gruplari olusturulmustur. ilgili uygulama plan1 ve

olusturulan gruplarin kisaltmalar1 Tablo 4.1'de belirtilmektedir.

Tablo 4.1 Tasarlanan deney gruplar1 ve ¢alismada kullanilan kisaltmalari.

HUCRE HATLARI UYGULAMALAR KISALTMALAR
Kontrol T-K/H-K

4T1 Tunikamisin 0.063uM/mL T-63/ H-63
Tunikamisin 0.073uM/mL T-73/ H-73

4T1/HER2+ PrP° siRNA T-S/ H-S

PrP¢ siRNA+ Tunikamisin 0.063uM/mL T-S63/ H-S63

PrP¢ siRNA+ Tunikamisin 0.073uM/mL T-S73/ H-S73

4.1.2 RNA interference Yontemi ile PrP¢ Kodlayan Genin Susturulmasi

Kontrol siRNA (FITC konjugatli) ile isaretlenmis hiicrelerden elde edilen
konfokal mikroskop goriintiileri, Image J yazilimi kullanilarak analiz edilmistir. Her
bir drnekten rastgele secilen 10 hiicre grubuna ait CTCF (Corrected Total Cell
Fluorescence — Diizeltilmis Toplam Hiicre Floresan Yogunlugu) degerleri
degerlendirilmistir (Sekil 4.2.b). Goriintii analizine gore, hiicrelerin biiyiik

cogunlugunda yesil floresan sinyali tespit edilmistir.

Elde edilen Diizeltilmis Toplam Hiicre Floresan Yogunlugu (CTCF) degerleri
dogrultusunda, yaklasik sekiz farkli hiicre grubunda floresan sinyal diizeyinin pozitif
kabul edilebilecek bir esik degeri olan 160 milyon birimin {iizerinde oldugu
belirlenmistir. Bu durum, ilgili hiicre gruplarinda FITC ile isaretlenmis siRNA'nin
etkili bir sekilde hiicre igerisine alindigini gostermektedir. Buna ek olarak, floresan
mikroskopi ile elde edilen goriintiilerden rastgele segilen bir alanda 100 hiicre sayilmis
ve bu hiicrelerin yaklasik %80’inde FITC’ye 06zgli yesil floresan sinyalinin
gozlemlendigi tespit edilmistir. Gorsel gozlemlerle desteklenen bu oran, transfeksiyon
verimliliginin %70-80 araliginda oldugunu gostermekte ve kullanilan protokoliin

basarili bir sekilde uygulandigini belirten niteliktedir.

Bu sonuglar, FITC-siRNA’nin hiicre membranini gecerek sitoplazmaya etkili bir
sekilde iletilebildigini ve bu protokoliin, ileri asamada gergeklestirilecek gen
susturma (gene silencing) deneyleri i¢in yeterli diizeyde transfeksiyon verimliligi

sagladigin1 desteklemektedir. Karsilastirma amaciyla kullanilan negatif kontrol
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siRNA grubuna ait hem gorsel hem de kantitatif veriler Sekil 4.2'de sunulmaktadir.
Kontrollere ait diisiik floresan sinyalleri, gozlemlenen etkinligin 6zgiin transfeksiyon

islemi kaynakli oldugunu destekler niteliktedir.

Kontrol siRNA
500.000.000
400.000.000
300.000.000

200.000.000

100.000.000 H HH
0

123456782910

b EIntDen @mCTCF

Sekil 4.2 a) siRNA transfeksiyonu gerceklestirilen hiicrelerde konfokal mikroskop
gorilintiisii (Oklar)(20X) b) Goriintiilerden rastgele segilen 10 farkli hiicredeki PrP¢
immunofloresan yogunluklarinin Image J yazilimi ile elde edilmis sayisal verileri
(IntDen: integrated density; CTCF: Corrected Total Cell Fluorescence. (Diizeltilmis
Total Hiicre Floresan Yogunlugu)

4.1.3 Real-Time Kantitatif PCR (QRT-PCR) Analizi

Prion proteininin hiicre O6lim mekanizmalar1 {izerindeki etkilerini
degerlendirmek amaciyla P62, LC3II, Bax, Bcl-2 ve PrP¢ genlerinin mRNA
ekspresyon diizeyleri Real-Time PCR yontemiyle analiz edilmistir. Segilen genlerden
PrP¢’nin hiicre hayatta kalim1 ve stres yanitlarinda rol oynadig: bilinmektedir (Hirsch
et al.,, 2017). P62 ve LC3II genleri otofaji siirecinin baglica belirtecleri olarak
tanimlanirken (Pankiv et al., 2007), Bax ve Bcl-2 ise hiicresel apoptozis
mekanizmasinda sirastyla pro-apoptotik ve anti-apoptotik diizenleyiciler olarak gorev

almaktadir.

Calismada, gen ekspresyonuna iliskin veriler 2"~ACq yoOntemi ile
degerlendirilmis ve gruplar aras1 farklar bagimsiz 6rneklem One-Way ANOVA testi
ile analiz edilmistir. Tiim istatistiksel analizler IBM SPSS® Statistics (Versiyon 30)
yazilimi kullanilarak gergeklestirilmis; anlamlilik diizeyi p < 0,05 olarak kabul

edilmistir.
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4.1.3.1 4T1 Hiicre Hattinda Genlerin ifadelenme Diizeyleri

4T1 hiicre hattinda gerceklestirilen Real-Time PCR analizi ile P62 genine ait
mRNA ekspresyon diizeyleri degerlendirildi. Uygulama gruplari; kontrol grubu (T-K),
ICso diizeyinde Tunikamisin uygulanan grup (T-63), yliksek doz Tunikamisin
uygulanan grup (T-73), PrP¢ siRNA ile hiicresel prion proteininin susturuldugu grup
(T-S), PrP¢ baskilanmasi ile birlikte ICso Tunikamisin uygulanan grup (T-S63) ve
yiiksek doz Tunikamisin ile birlikte PrP¢ baskilanmasi yapilan grup (T-S73) olarak

olusturuldu.

[statistiksel analizler sonucunda, gruplar arasinda anlamli farkliliklar tespit edildi.
Ozellikle; T-K grubu ile T-S (p=0.041), T-S63 (p=0.002) gruplar1 arasinda anlaml
farklar gozlenmistir. Bu bulgular, PrP¢ ekspresyonunun baskilanmasinin P62
diizeylerinde anlamli bir artisa yol actigini gostermektedir. T-K ile T-63 ve T-
73 gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte (p=0.534 ve
p=0.211), P62 diizeyinde bir azalma egilimi gézlendi. T-73 grubu, T-S (p=0.002) ve
T-S63 (p=0.004) gruplarina gore anlamli diizeyde daha diisiik ekspresyon gostermistir;
bu da Tunikamisin’in yiiksek dozda uygulanmasinin PrP¢ baskilamasiyla birlikte
sinerjik bir sekilde P62 ekspresyonunu artirabilecegini diisiindiirmektedir. T-S63
grubunun hem kontrol grubuna hem de diger gruplara gore belirgin sekilde daha
yiiksek P62 ekspresyonuna sahip olmasi ve istatistiksel olarak anlamli farklar
gostermesi, bu kombinasyonun otofaji yaniti gliclii sekilde
uyarabilecegini gostermektedir. T-S73 grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli fark
bulunamamagtir (p=0.828), bu durum yiiksek doz Tunikamisin ’in PrP¢ baskilamasi ile
birlikte uygulanmasinin beklenen sinerjiyi géstermemis olabilecegini ya da biyolojik

varyasyonun etkili oldugunu diistindiirmektedir.

Elde edilen sonuclar, hem Tunikamisin uygulamasinin doz bagiml etkisini hem
de PrP¢ baskilanmasinin P62 {izerinden otofaji mekanizmalar1 diizenleyici roliiniin
oldugunu belirtir niteliktedir. Ozellikle T-S63 grubundaki belirgin P62 artisi, bu
grubun potansiyel terapotik etki mekanizmalarmin daha ayrintili aragtirilmasi
gerektigini diigiindiirmektedir. P62 genine iliskin tanimlayici istatistikler (ortalama,
standart sapma, minimum ve maksimum degerler) Tablo 4.2°de; gruplar arasi

anlamlilik diizeyleri ise Tablo 4.3’te ve sekil 4.3’de sunulmustur.
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Sekil 4.3 4T1 Hiicre hattina ait gruplarda P62 geninin ekspresyon diizeyleri. (*:0.01 <
p <0.05,**:0.001 <p <0.01,***: p<0.001)

Tablo 4.2 4T1 Hiicre hattina ait gruplarda P62 ifadelenmesinin istatistiksel verileri.

N Ortalama St. Sapma Min. Max.
T-K 2 0.008 0.000 0.008 0.008
T63 2 0.005 0.001 0.004 0.006
T73 2 0.003 0.007 0.003 0.004
T-S 2 0.015 0.003 0.013 0.017
T-S63 2 0.020 0.002 0.019 0.022
T-S73 2 0.010 0.001 0.009 0.011
TOPLAM |12 0.093 0.013 0.056 0.068
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Tablo 4.3 4T1 Hiicre hattinda P62 genine ait p degeri degisimleri.
T-K T63 T73 T-S T-S63 T-S73

T-K - 0.534 0.211 0.041 0.002 0.828
T63 0.534 - 0.935 0.007 0.0007 0.151
T73 0.211 0935 - 0.002 0.004 0.056
T-S 0.041 0.007 0.002 - 0.108 0.151
T-S63 0.002 0.0007 0.004 0.108 - 0.006

T-S73 0.828 0.151 0.056 0.151 0.006 -

4T1 hiicre hattinda gergeklestirilen Real Time PCR analizi sonucunda LC311
genine ait mRNA ekspresyon diizeyleri degerlendirildiginde, Kontrol grubu (T-K) ile
T-63 (p = 0.014), T-73 (p = 0.004) ve siRNA (T-S) grubu (p = 0.017) arasinda
istatistiksel olarak anlaml farklar goriildii. Bu sonuglar, Tunikamisin uygulamasinin
doz artistyla LC3II ekspresyonunu baskiladigini ve PrP¢ ekspresyonunun

susturulmasinin da bu gen iizerinde etkili olabilecegini belirtmektedir.

Tunikamisin uygulanan T-63 ve T-73 gruplari, hem siRNA (T-S) grubuyla (p
= 0.0004 ve p = 0.0002) hem de siRNA + Tunikamisin kombinasyon grubu olan T-
S63 (p =0.003 ve p =0.001) ile anlaml1 farklilik gdsterdi. Bu bulgular, Tunikamisin
ve PrP baskilanmasinin LC3/I ekspresyonu iizerinde ayri ayr1 etkili oldugunu, ancak
birlikte uygulandiginda bu etkinin daha belirgin hale gelebilecegini gostermektedir.
Ayrica T-S ve T-S73 gruplari arasinda da istatistiksel olarak anlamli fark goriildii (p =
0.001). T-S63 grubunun, T-S73 grubuna gore daha yiiksek LC31I ekspresyonuna sahip
olmasi, PrP¢ baskilanmasinin yiiksek doz Tunikamisin ile birlikte uygulandiginda
LC3II geninin ifadesini artirabildigini diisindiirmektedir. LC3II genine ait kantitatif
ekspresyon verileri Sekil 4.4’te, istatistiksel veriler Tablo 4.4 ve grup

karsilagtirmalarina ait p-degerleri ise Tablo 4.5’te sunulmaktadir.
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Sekil 4.4 4T1 Hiicre hattina ait gruplarda LC31I geninin ekspresyon diizeyleri. (*:0.01
<p <0.05,%*:0.001 <p<0.01,***: p<0.001)

Tablo 4.4 4T1 Hiicre hattina ait gruplarda LC3/I ifadelenmesinin istatistiksel verileri.

N Ortalama St. Sapma Min. Max.
T-K 2 0.807 0.180 0.680 0.935
T63 2 0.336 0.200 0.194 0.478
T73 2 0.135 0.060 0.092 0.179
T-S 2 1.422 0.265 1.235 1.610
T-S63 2 0.997 0.048 0.963 1.032
T-S73 2 0.462 0.024 0.445 0.480
TOPLAM | 12 4.159 0.777 3.678 4.645
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Tablo 4.5 4T1 Hiicre hattinda LC31I genine ait p degeri degisimleri.
T-K T63 T73 T-S T-S63 T-S73

T-K - 0.014 0.004 0.017 0.507 0.100
T63 0.014 - 0.694 0.0004 0.003 0.473
T73 0.004 0.694 - 0.0002 0.001 0.095
T-S 0.017 0.0004 0.0002 - 0.116  0.001
T-S63 0.507 0.003 0.001 0.116 - 0.015

T-S73 0.100 0473  0.095 0.001 0.015 -

Bax gen ekspresyonuna iligkin analizlerde, T-K grubunun T-S grubuna kiyasla
anlaml1 diizeyde daha diisiik ekspresyon diizeyi gosterdigi degerlendirildi (p = 0.005).
Benzer sekilde, T-63 grubunun da T-S grubuna gore anlamli farklilik gosterdigi
belirlendi (p = 0.002). Ayrica, T-73 grubunun T-S grubuna kiyasla anlamli sekilde
diisiik ekspresyon diizeyi gosterdigi degerlendirildi (p = 0.0008). Bu bulgular, PrP

baskilanmasinin Bax ekspresyonunu artirdig1 yoniinde degerlendirilmektedir.

Bununla birlikte, T-S grubunun T-S63 (p = 0.0009) ve T-S73 (p = 0.0014)
gruplartyla karsilagtirllmasinda anlamli farklar belirlenmis olup; bu durum, PrP¢
baskilanmasina ek olarak Tunikamisin uygulamasinin Bax ekspresyonunu azaltici
yonde etkileyebilecegi seklinde degerlendirildi. Elde edilen bu bulgular, yiiksek Bax
ekspresyonunun PrP°¢ baskilanmasina bagli oldugunu, ancak Tunikamisin’in bu artis
baskilayici bir rol oynayabilecegini gostermektedir. Bax genine ait mRNA ekspresyon
diizeyleri ve istatistiksel karsilagtirmalara ait p degerleri sirasiyla Tablo 4.6, Sekil 4.5
ve Tablo 4.7’te sunuldu.
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Sekil 4.5 4T1 Hiicre hattina ait gruplarda Bax geninin ekspresyon diizeyleri. (*:0.01 <
p <0.05,**:0.001 <p <0.01,***: p<0.001)

Tablo 4.6 4T1 Hiicre hattina ait gruplarda Bax ifadelenmesinin istatistiksel verileri.

N Ortalama St. Sapma Min. Max.
T-K 2 0.038 0.006 0,034 0,043
T63 2 0.025 0.002 0,023 0,027
T73 2 0.008 0.003 0,006 0,010
T-S 2 0.125 0.043 0,094 0,156
T-S63 2 0.021 0.030 0,043 0,001
T-S73 2 0.018 0.002 0,016 0,020
TOPLAM | 12 0.235 0.086 0.216 0.256
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Tablo 4.7 4T1 Hiicre hattinda Bax genine ait p degeri degisimleri
T-K T63 T73 T-S T-S63 T-S73

T-K - 0.818 0.196 0.005 0.265 0.507
T63 0.818 - 0.662 0.002 0.797 0.984
T73 0.196 0.662 - 0.0008 0.999 0.933
T-S 0.005 0.002  0.0008 - 0.0009 0.0014
T-S63 0.265 0.797 0.999 0.009 - 0.984

T-S73 0.507 0984 0933 0.0014 0.984 -

Bcl-2 genine yonelik analizlerde, T-K grubunun T-63 (p = 0.002) ve T-S (p =
0.293) gruplartyla karsilagtirllmasinda, sirastyla istatistiksel olarak anlamli ve
anlamlilik sinirina yakin degerler elde edildi. T-63 grubunun, anti-apoptotik bir gen
olan Bcl-2 ekspresyonunu artirdig1 bilinen PrP baskilanmasinin olmadig: T-S grubuna
gore anlamli fark gostermesi (p = 0.014), diisiik doz Tunikamisin’in bu genin
ekspresyonu lizerinde baskilayici bir etki olusturdugunu diistindiirdii. Ayni sekilde, T-
S grubunun T-S63 (p = 0.046) ve T-S73 (p = 0.022) gruplarina kiyasla anlamli1 diizeyde
farklilik gostermesi, PrP°¢ baskilanmasinin Tunikamisin uygulamasiyla birlikte Bcl-2

ekspresyonunu daha da azalttigini ortaya koydu.

Bununla birlikte, T-S63 ile T-S73 gruplar1 arasinda anlamli bir fark gdzlenmemesi
(p=0.975), diisiik ve yiiksek doz Tunikamisin’in PrP°¢ baskilanmis hiicreler tizerindeki
etkilerinin benzer diizeyde seyrettigini isaret etti. Bu bulgular, PrP® nin anti-apoptotik
mekanizmalar iizerindeki diizenleyici etkisinin Tunikamisin ile etkilesimli bigimde
calisabilecegini diislindiirmektedir. Bc/-2 genine ait mRNA ekspresyon seviyeleri ile
uygulama gruplar1 arasindaki karsilagtirmalara iligkin veriler Sekil 4.6, Tablo 4.8 ve

Tablo 4.9’da sunulmaktadir.
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Tablo 4.8 4T1 Hiicre hattina ait gruplarda Bc/-2 ifadelenmesinin istatistiksel verileri.

N Ortalama St. Sapma Min. Max.
T-K 2 0.060 0.008 0,054 0,066
T63 2 0.005 0.007 0,005 0,006
T73 2 0.001 0.007 0,001 0,002
T-S 2 0.053 0.028 0,033 0,073
T-S63 2 0.013 0.016 0,002 0,025
T-S73 2 0.007 0.006 0,003 0,012
TOPLAM | 12 0.139 0.072 0,054 0,066
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Tablo 4.9 4T1 Hiicre hattinda Bcl-2 genine ait p degeri degisimleri
T-K T63 T73 T-S T-S63 T-S73

T-K - 0.002  0.001 0.293 0.005 0.003
T63 0.002 - 0990 0.014 0.828 0.994
T73 0.001 0.990 - 0.008 0.551 0.885
T-S 0.293 0.014 0.008 - 0.046 0.022
T-S63 0.005 0.828 0.551 0.046 - 0.975

T-S73 0.003 0.994 0.885 0.022 0975 -

PrPc genine ait mRNA ekspresyon diizeyleri degerlendirildiginde, T-K grubuna
kiyasla PrP¢ ekspresyonunun siRNA ile baskilandigi T-S (p = 0.004) ve T-S63 (p =
0.005) gruplarinda anlamli diizeyde azaldig1 belirlendi. Bu durum, siRNA araciligiyla
gerceklestirilen PrP¢ baskilamasinin bagarili sekilde uygulandigini ve ilgili genin
ekspresyon seviyesinin etkili bicimde diisiiriildiiglinii gostermektedir. Ayrica, yalnizca
Tunikamisin uygulamasi yapilan T-63 ve T-73 gruplari ile siRNA uygulamasinin da
dahil oldugu T-S ve T-S63 gruplar karsilastirildiginda, T-63 grubunun T-S63 grubuna
gore (p = 0.002), T73 grubunun ise hem T-S63 (p = 0.003) hem de T-S73 (p = 0.014)
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdigi degerlendirildi. Bu
sonuglar, PrP° baskilanmasinin, Tunikamisin uygulamasinin etkisinden bagimsiz

olarak PrP¢ ekspresyonunu anlamli diizeyde azalttigini ortaya koymaktadir.

Ote yandan, T-K grubu ile T-S73 grubu arasinda anlamli bir fark
gozlemlenmemesi (p = 0.503), yiiksek doz Tunikamisin’in siRNA’nin baskilayici
etkisini simirlayabilecegi ihtimalini glindeme getirdi. PrP° genine ait mRNA
ekspresyon diizeyleri ile uygulama gruplari arasindaki karsilastirmalara iligkin veriler

Sekil 4.7, Tablo 4.10 ve Tablo 4.11°de sunuldu.
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Sekil 4.7 4T1 Hiicre hattina ait gruplarda PrP¢ geninin ekspresyon diizeyleri. (*:0.01
<p <0.05,%*%:0.001 <p<0.01,***: p<0.001)

Tablo 4.10 4T1 Hiicre hattina ait gruplarda PrP* ifadelenmesinin istatistiksel verileri.

N Ortalama St. Sapma Min. Max.
T-K 2 0.135 0.015 0,130 0,141
T63 2 0.040 0.005 0,036 0,044
T73 2 0.014 0.007 0,014 0,015
T-S 2 0.075 0.023 0,070 0,080
T-S63 2 0.245 0.021 0,230 0,260
T-S73 2 0.065 0.089 0,128 0,002
TOPLAM | 12 0.558 0.160 0.627 0.525

37



Tablo 4.11 4T1 Hiicre hattinda PrP¢ genine ait p degeri degisimleri
T-K T63 T73 T-S T-S63 T-S73

T-K 0.010  0.031 0.004 0.005 0.503
T63 0.010 - 0.679 0.694 0.002 0.063
T73 0.031 0.679 - 0.153 0.003 0.014
T-S 0.004 0.694 0.153 - 0.003 0.322
T-S63 0.005 0.002 0.003 0.003 - 0.013

T-S73 0.503 0.063 0.014 0.322 0.013 -

4T1 hiicre hattinda yiiriitiilen Real-Time PCR analizleri sonucunda, PrP¢ geninin
siRNA ile etkili bir sekilde baskilandig1 degerlendirildi. Bu baskilamanin otofajiyle
iliskili LC31I ve p62 gen ekspresyon diizeylerinde artisa ve apoptozis ile iligkili anti-
apoptotik Bcl-2 geninde ise belirgin bir artisa neden oldugu gozlemlendi. Tersine, Bax
geninde diisiisler tespit edildi. Ayrica, Tunikamisin uygulamalarinin doz bagiml
etkiler gosterdigi ve gen ekspresyon profillerini anlamli diizeyde degistirdigi
belirlendi. Elde edilen veriler, 4T1 hiicre hattinda PrP®’nin hiicresel stres yanitlarini
diizenleyen mekanizmalarda etkili olabilecegini gdstermektedir. Ilgili genlere ait

ifadenlenme diizeyleri sekil 4.8’ de verilmistir.

4T1 Hiicre Hattinda Genlerin ifade Diizeyleri

P G G
= =2NWhrhOoo®

0,5

0,4

0,3

i [

0’8 Nl N._ o M. . _ iii . E3S - _!L
T-K T-S

T-63 T-73 T-S63 T-S73

mP62 mLC3ll mBax mBcl-2 mPrP

Sekil 4.8 4T1 hiicre hattina dair gen ifade diizeyleri.
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4.1.3.2 4T1-HER2+ Hiicre Hattinda Genlerin ifadelenme Diizeyleri

4T1-HER2* hiicre hattinda gerceklestirilen Real-Time PCR analizleriyle P62
genine ait mRNA ekspresyon diizeyleri degerlendirilmistir. Kontrol grubunun (H-K),
H-73 (p = 0.004) ve H-S (p = 0.069) gruplariyla karsilastirildiginda anlamli veya
anlamlilik sinirma yakin farkliliklar gosterdigi belirlendi. H-63 grubunun H-73 (p =
0.001) ve H-S (p = 0.019) gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde
farklilik gosterdigi degerlendirildi. Ayrica, H-73 grubunun H-S63 (p =0.019) ve H-S-
73 (p = 0.006) gruplariyla karsilastirmalarinda da anlamli fark gozlemlendi. Bu
bulgular, yiiksek doz Tunikamisin uygulamasinin P62 gen ekspresyonunu belirgin
sekilde artirdigini diisiindiirmektedir. Ote yandan, H-K ile H-63 (p = 0.812) veya H-
S73 (p = 0.985), H-S ile H-S63 (p = 0.508) gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmada.
Bu durum, baz1 kombinasyon uygulamalarinin HER2* hiicrelerde farkli diizeylerde
etki olusturabilecegini gostermektedir. P62 gen ekspresyon diizeylerine ait
karsilagtirmali analizler ile anlamlilik degerleri sirasiyla Sekil 4.9, Tablo 4.12 ve Tablo

4.13’de sunulmustur.
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Sekil 4.9 4T1-HER2+ Hiicre hattina ait gruplarda P62 geninin ekspresyon diizeyleri.
(*:0.01 <p<0.05,**:0.001 <p <0.01,***: p <0.001)

Tablo 4.12 4T1-HER2+ Hiicre hattina ait gruplarda P62 ifadelenmesinin istatistiksel

verileri.

N Ortalama St. Sapma Min. Max.
H-K 2 0.040 0.014 0,030 0,050
He63 2 0.020 0.000 0,020 0,020
H73 2 0.150 0.028 0,130 0,170
H-S 2 0.100 0.014 0,090 0,110
H-S63 2 0.070 0.014 0,060 0,080
H-S73 2 0.050 0.014 0,040 0,060
TOPLAM | 12 0.430 0.084 0.370 0.490

Tablo 4.13 4T1-HER2+ Hiicre hattinda P62 genine ait p degeri degisimleri
H-K H63 H73 H-S H-S63 H-S73

H-K - 0.812  0.004 0.069 0.508 0.985
He63 0.812 - 0.001 0.019 0.136 0.508
H73 0.004 0.001 - 0.136 0.019 0.006
H-S 0.069 0.019 0.136 - 0.508 0.136
H-S63 0.508 0.136  0.019 0.508 - 0.812

H-S73 0.985 0.508  0.006 0.136 0.812 -

4T1-HER2* hiicre hattinda gergeklestirilen LC3II genine yoOnelik mRNA
ekspresyon analizleri degerlendirildi. Elde edilen sonuglara gore, yalnizca H-63 ve H-
73 gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulundu (p = 0.044). Diger
grup karsilastirmalarinda anlamh fark saptanmadi. Ozellikle H-K grubunun tiim
gruplarla yapilan karsilagtirmalarinda anlamlilik diizeyine ulasilmadi. Bu durum,
HER2* hiicrelerde Tunikamisin uygulamalarinin LC3/I gen ekspresyonu iizerinde
siirli etkiler olusturabilecegini diistindiiriir niteliktedir. LC3II genine iliskin
istatistiksel karsilastirma bulgular1 Sekil 4.10, Tablo 4.14 ve Tablo 4.15°de

sunulmustur.
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Sekil 4.10 4T1-HER2+ Hiicre hattina ait gruplarda LC3II geninin ekspresyon
diizeyleri. (*:0.01 <p <0.05,**: 0.001 <p <0.01,***: p <0.001)

Tablo 4.14 4T1-HER2+ Hiicre hattina ait gruplarda L3/ ifadelenmesinin istatistiksel
verileri.

N Ortalama St. Sapma Min. Max.
H-K 2 0.415 0.106 0,34 0,49
He63 2 0.450 0.042 0,42 0,48
H73 2 0.22 0.084 0,16 0,28
H-S 2 0.265 0.021 0,25 0,28
H-S63 2 0.395 0.049 0,36 0,43
H-S73 2 0.405 0.106 0,33 0,48
TOPLAM | 12 2.150 0.408 1.860 2.440
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Tablo 4.15 4T1-HER2+ Hiicre hattinda LC3II genine ait p degeri degisimleri
H-K H63 H73 H-S H-S63 H-S73

H-K - 0995 0.073 0.427 0999 0.999
He63 0.995 - 0.044 0.260 0.968 0.986
H73 0.073 0.044 - 0.619 0.098 0.084
H-S 0.427 0.260 0.619 - 0.552 0.487
H-S63 0.999 0968  0.098 0.552 - 0.999

H-S73 0.999 0986  0.084 0.487 0.999 -

4T1-HER2* hiicre hattinda Bax genine yonelik gerceklestirilen mRNA ekspresyon
analizleri sonucunda, H-63 grubunun, hem H-73 (p = 0.034) hem de H-S (p =
0.029) gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek Bax gen
ekspresyonuna sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica, H-73 grubunun kontrol grubu (H-
K) ile karsilastirildiginda Bax ekspresyonunun anlamli sekilde azaldig1 saptanmustir (p
= 0.045), bu da yiiksek doz Tunikamisin’in pro-apoptotik Bax genini baskilayici
etkisini ortaya koymaktadir. Benzer sekilde, H-K grubunun H-S grubuna gore de
anlamli farklilik gdsterdigi tespit edilmistir (p = 0.038), bu durum siRNA
uygulamasinin tek basina Bax ekspresyonunu diislirebilecegini diisiindiirmektedir.
Bununla birlikte, H-S63 ve H-S73 gruplariyla yapilan karsilagtirmalarda H-63
grubunun anlamli farklilik gostermedigi (p > 0.05) goriilmiistiir. Ayni sekilde H-73
grubunun H-S ve siRNA ile kombinasyon gruplarina (H-S63, H-S73) kars1 da anlamli
fark olusturmadig: belirlenmistir. Detayli bulgular Sekil 4.11, Tablo 4.16 ve 4.17°de

yer almaktadir.
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Sekil 4.11 4T1-HER2+ Hiicre hattina ait gruplarda Bax geninin ekspresyon diizeyleri.
(*:0.01 <p <0.05,**:0.001 <p <0.01,***: p <0.001)

Tablo 4.16 4T1-HER2+ Hiicre hattina ait gruplarda BAX ifadelenmesinin istatistiksel
verileri.

N Ortalama St. Sapma Min. Max.
H-K 2 0.046 0.019 0.033 0.060
He63 2 0.049 0.007 0.044 0.054
H73 2 0.008 0.010 0.001 0.013
H-S 2 0.007 0.008 0.001 0.016
H-S63 2 0.031 0.002 0.030 0.033
H-S73 2 0.019 0.005 0.015 0.023
TOPLAM | 12 0.160 0.051 0.144 0.176
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Tablo 4.17 4T1-HER2+ Hiicre hattinda BAX genine ait p degeri degisimleri
H-K H63 H73 H-S H-S63 H-S73

H-K 0999 0.045 0.038 0.652 0.175
He63 0.999 - 0.034 0.029 0.523 0.131
H73 0.045 0.034 - 0.999 0.248 0.171
H-S 0.038 0.029 0999 - 0.209 0.731
H-S63 0.652 0.523  0.248 0.209 - 0.782

H-S73 0.175 0.131  0.806 0.731 0.782 -

4T1-HER2* hiicre hattinda gergeklestirilen Bcl-2 genine yonelik mRNA
ekspresyon analizleri degerlendirildi. H-73 grubunun, H-K (p = 0.022), H-S63 (p =
0.028) ve H-S73 (p = 0.032) gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde
daha yiiksek ekspresyon gosterdigi belirlendi. Ayrica H-63 grubunun H-73 grubuna
kars1 anlaml diizeyde daha diisiik ekspresyon gosterdigi saptand: (p = 0.007). Ote
yandan, H-K grubunun diger gruplarla yapilan karsilastirmalarinda anlamli bir fark
tespit edilmedi. Bu bulgular, yiiksek doz Tunikamisin uygulamasinin Bcl-2
ekspresyonunu belirgin sekilde artirdigini, ancak siRNA kombinasyonlarinin bu etkiyi
sinirlayabildigini diisiindiirmektedir. Ilgili istatistiksel analiz sonuglar1 Sekil 4.12,

Tablo 4.18 ve Tablo 4.19’da sunulmustur.
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Sekil 4.12 4T1-HER2+ Hiicre hattina ait gruplarda Bcl-2 geninin ekspresyon

Tablo 4.18 4T1-HER2+ Hiicre hattina ait gruplarda Bc/-2 ifadelenmesinin istatistiksel

verileri.

N Ortalama St. Sapma Min. Max.
H-K 2 0.033 0.009 0.026 0.040
H63 2 0.011 0.004 0.008 0.015
H73 2 0.119 0.041 0.090 0.149
H-S 2 0.066 0.001 0.066 0.067
H-S63 2 0.037 0.002 0.035 0.039
H-S73 2 0.039 0.010 0.032 0.047
TOPLAM | 12 0.305 0.067 0.257 0.357
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Tablo 4.19 4T1-HER2+ Hiicre hattinda Bc/-2 genine ait p degeri degisimleri
H-K H63 H73 H-S H-S63 H-S73

H-K 0.831  0.022 0.505 0.999 0.998
He63 0.831 - 0.007 0.146 0.726  0.656
H73 0.022 0.007 - 0.161 0.028 0.032
H-S 0.505 0.146  0.161 - 0.614 0.685
H-S63 0.999 0.726  0.028 0.614 - 0.999

H-S73 0.998 0.656  0.032 0.685 0.999 -

4T1-HER2* hiicre hattinda PrP¢ genine yonelik yapilan mRNA ekspresyon
analizleri degerlendirildiginde, H-S grubunun, H-K (p = 0.035), H-73 (p = 0.014), H-
S-63 (p = 0.035) ve H-S73 (p = 0.044) gruplarina kiyasla anlaml diizeyde farklilik
gosterdigi belirlendi. Ayrica H-73 grubunun H-63 grubuna karsi anlamlilik sinirinda
daha yiiksek ekspresyon diizeyine sahip oldugu saptandi (p = 0.099). H-K grubunun
diger gruplarla yapilan karsilastirmalarinda anlaml bir fark gozlenmedi. Elde edilen
sonuglar, PrP° gen ekspresyonunun oOzellikle bazi uygulamalarda degisiklik
gosterdigini ve bu degisimin hiicre hattina bagli olarak se¢ici bir etki olusturabilecegini
diisiindiirmektedir. Istatistiksel degerlendirmeler Sekil 4.13, Tablo 4.20 ve Tablo

4.21°de sunulmustur.
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Sekil 4.13 4T1-HER2+ Hiicre hattina ait gruplarda PrP¢ geninin ekspresyon diizeyleri.
(*:0.01 <p <0.05,**:0.001 <p <0.01,***: p<0.001)

Tablo 4.20 4T1-HER2+ Hiicre hattina ait gruplarda PrP* ifadelenmesinin istatistiksel
verileri.

N Ortalama St. Sapma Min. Max.
H-K 2 0.050 0.011 0,045 0,055
He63 2 0.017 0.017 0.005 0.030
H73 2 0.057 0.007 0.052 0.062
H-S 2 0.030 0.021 0.017 0.043
H-S63 2 0.050 0.014 0.040 0.060
H-S73 2 0.068 0.026 0.050 0.087
TOPLAM | 12 0.262 0.106 0.189 0.337
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Tablo 4.21 4T1-HER2+ Hiicre hattinda PrP¢ genine ait p degeri degisimleri
H-K H63 H73 H-S H-S63 H-S73

H-K - 0288 0916 0.035 0.999 0.999
He63 0.184 - 0.099 0473 0.288 0.359
H73 0.197 0.099 - 0.014 0916 0.840
H-S 0.088 0.473 0.014 - 0.035 0.044
H-S63 0.317 0.288 0916 0.035 - 0.999

H-S73 0.177 0359  0.840 0.044 0.999 -

4T1-HER2* hiicre hattinda gerceklestirilen gen ekspresyon analizleri sonucunda;
otofaji (P62, LC3II), apoptozis (Bax, Bcl-2) ile iliskili genlerin uygulamalara
verdikleri yanitlarin farklilik gosterdigi degerlendirildi. Tunikamisin uygulamasinin
gen ekspresyonlar1 {izerinde doz bagimli etkiler olusturdugu, 6zellikle yiiksek doz
uygulamasinin bazi genlerde belirgin artislara veya azalislara yol agtig1 gozlemlendi.
siRNA ile kombinasyonlarin ise genellikle ekspresyon diizeylerini diisiirdiigii ya da
etkisini sinirladigr  degerlendirildi. Genel olarak, 4T1-HER2" hiicre hattinin
uygulamalara karst daha segici ve simrli yanit verdigi, bu durumun genetik
diizenlemeler ve hiicresel direng mekanizmalariyla iligkili  olabilecegi

diisiiniilmektedir. Tlgili genlere ait ifadenlenme diizeyleri sekil 4.14° de verilmistir.

4T1-HER2 Hiicre Hattinda Genlerin ifade Diizeyleri
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Sekil 4.14 4T1-HER2+ hiicre hattina dair gen ifade diizeyleri.
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4.2. Tartisma

Kanser, diinya genelinde en onemli 6liim nedenlerinden biri olmaya devam
etmektedir. Farkli doku ve organlarda gelisebilen malign tiimdrler, yiiksek metastatik
potansiyelleri ve tedaviye kars1 direng gelistirebilme yetenekleri nedeniyle tibbin en
karmagik miicadele alanlarindan birini olusturmaktadir. Hastaligin seyri, kullanilan
tedavi yontemleri kadar tiimdriin biyolojik 6zellikleri ve hiicresel yanit mekanizmalari

ile de dogrudan iligkilidir.

Son yillarda, hiicresel stres yanitlari, otofaji ve apoptozis gibi programli hiicre
olim yollar1 (Kopeina & Zhivotovsky, 2022), kanser tedavilerinde yeni hedeflerin
belirlenmesinde dnemli bir odak haline gelmistir. Bu siire¢lerde gorev alan gen ve
proteinlerin ekspresyon diizeylerindeki degisimler, tiimor hiicrelerinin tedaviye
yamti sekillendirebilmekte ve bu nedenle detayli olarak incelenmektedir. Ozellikle
hiicre i¢i dengeyi saglayan ve stres altindaki hiicre yanitlarini (Ho et al., 2021) modiile
eden molekiiler mekanizmalar, tedavi yanitin1 etkileyen belirleyici faktorler arasinda

yer almaktadir.

Yapilan tez ¢alismasinda, fare meme kanseri modelleri olan 4T1 ve 4T1-HER2(+)
hiicre hatlar1 kullanilarak, hiicresel prion proteini (PrP¢) ve hiicre 6liim mekanizmalar1
siireglerinde gorev alan temel genlerin (Bcl-2, P62, LC3-II ve Bax) ekspresyon
diizeyleri incelenmistir. Calismanin odak noktasi hem hiicre hatt1 farkliliginin hem
uygulanan stres kosullarinin hem de anlatimi baskilanan gruplarin bu genlerin
ekspresyonu iizerindeki etkilerini degerlendirmektir. Bu kapsamda, hiicrelerde
endoplazmik retikulum (ER) stresi olusturmak amaciyla stresor ajan olarak
Tunikamisin kullanilmis, ardindan PrP°¢ ekspresyonunun baskilanmasi ile olusturulan
farkli deneysel gruplarda gen diizeyindeki degisimler karsilastirmali olarak analiz
edilmistir. Boylece, ER stresi altindaki tiimor hiicrelerinin molekiiler yanitlarinda

PrP¢’nin diizenleyici rolii ortaya konmaya ¢aligilmistir.

Elde edilen bulgular, PrPnin hem normal hem de ER stresine maruz kalan
hiicrelerdeki ekspresyonunun, otofaji yanitiyla iliskili molekiillerin diizenlenmesinde
potansiyel bir rol oynayabilecegini gostermektedir. PrP¢ diizeyinin baskilanmasi ve

Tunikamisin uygulamasinin birlikte ya da ayr1 ayr1 uygulanmasinin, P62, LC3-II, Bax
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ve Bcl-2 genlerinin ifadesi lizerinde anlamli etkiler olusturdugu gézlemlenmistir. Bu
durum, hiicrelerin hayatta kalma ve 6lim mekanizmalarinin, uygulanan deneysel

kosullara bagl olarak genetik diizeyde farklilastigini gostermektedir.

P62, hiicresel stres yanitlarinin diizenlenmesinde gorev alan, otofaji siirecinde ve
proteazomal olmayan protein yikim yollarinda énemli rol oynayan ¢ok islevli bir
adaptor proteindir. Gen ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler, otofaji yanitinin seyri
acisindan 6nemli bir biyobelirte¢ olarak kabul edilmektedir (Jeong et al., 2019), (X.
Huang et al., 2023). Bu ¢alismada, p62 gen ekspresyonunun, 4T1 ve 4T1-HER2* fare
meme kanseri hiicre hatlarinda hiicresel Prion protein (PrP¢) baskilanmasi ve
endoplazmik retikulum (ER) stresorii olan Tunikamisin uygulamasi sonrasinda nasil

degisiklik gosterdigi degerlendirilmistir.

4T1 hiicre hattinda Kontrol grubuna (T-K) kiyasla yalnizca Tunikamisin
uygulanan gruplarda (T-63 ve T-73), P62 ekspresyonunda anlamli bir artig
gbzlenmemistir (T-63 p = 0.534; T-73 p = 0.211). Bu bulgular, diisiik ve yiiksek doz
Tunikamisin uygulamasinin tek bagina 4T1 hiicrelerinde P62 diizeylerinde dnemli bir
degisiklige neden olmadigini gostermektedir. Ancak PrP¢ anlatiminin susturuldugu
grupta (T-S), P62 ekspresyonunda anlamli bir artis kaydedilmistir (T-S vs T-K, p =
0.041). Bu durum, PrPnin baskilanmasinin P62 transkripsiyonunu uyarabilecegini
diistindiirmektedir. Literatiirde PrP¢’ nin otofajiyle iliskili genlerin diizenlenmesinde
rol aldig1 ve secici otofajiyi BiP gibi ER stres belirteci iizerinden etkileyebilecegi
bildirilmistir (Dery et al., 2013). Bir baska ¢alismadan elde edilen veriler, 6zellikle
PrP¢ ekspresyonunun baskilandigi ve eszamanli olarak endoplazmik retikulum
stresinin uyarildig1 gruplarda p62 gen ekspresyon diizeyinin anlamli sekilde
yiikseldigini ortaya koymustur (M. Huang et al., 2024). Literatiirde, otofajinin
ozellikle meme kanseri gibi malignitelerde ikili bir rol oynayabilecegi; erken evrelerde
tiimor baskilayici etki gosterirken, ileri evrelerde hiicrelerin stres kosullarinda hayatta
kalmasimi kolaylastirarak metastatik potansiyeli artirabilecegi belirtilmistir (Kim &

Koo, 2023).

En dikkat ¢ekici sonuglardan biri hem PrP¢’nin susturuldugu hem de 1Cso dozunda
(0.063uM/mL) Tunikamisin uygulanan T-S63 grubunda gozlenen belirgin artistir. Bu
grup, hem kontrol grubuna (p = 0.002) hem de diger deney gruplarina gore anlamh
sekilde daha yiiksek P62 ekspresyonu sergilemistir (T-63 vs T-S63, p = 0.0007; T73
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vs T-S63, p = 0.004). Bu bulgular, PrP°¢ baskilanmasinin ER stresi kosullarinda P62
transkripsiyonunu sinerjik olarak artirabilecegini gostermektedir. ER stresinin P62’yi
aktive eden /RE1-JNK-CHOP gibi yolaklari uyardig: bilinmektedir (Choi et al., 2020)
ve bu durum siRNA transfeksiyonu ile Prion proteininin anlatiminin baskilanmasi

etkisiyle daha da belirgin hale gelmis olabilir.

ICso dozunda uygulama ve siRNA transfeksiyonu yapilan (T-S63) grupda
gozlenen P62 artis1, otofaji akisimnin aktive edilmesine veya bozulmasina bagh
birikimle agiklanabilir. Literatiirde, ER stresorlerinin ileri faz otofajik akisi inhibe
ederek P62 protein birikimine neden oldugu ve bu birikimin transkripsiyonel artigla
desteklendigi bildirilmistir (Qi et al., 2022). Ayrica mTOR sinyali gibi otofajiyi
baskilayan yollarin, P62 transkripsiyonel aktivitesiyle etkilesime girebilecegi de
belirtilmistir (Hare & Harvey, 2017).

Sonu¢ olarak, 4T1 hiicre hattinda PrP®nin susturulmasi ile Tunikamisin
aracilifiyla olusturulan endoplazmik retikulum stresi, p62 gen ekspresyonunu sinerjik
olarak artirmistir. P62 geni, meme kanserinde asir1 eksprese edilen ve metastazla
iliskili oldugu bilinen bir otofaji adaptoriidiir. p62°nin baskilanmasinin hiicre
proliferasyonunu azaltarak ve Tiimor mikro ¢evresini (TME) yeniden sekillendirerek
tiimor gelisimini engelleyebilecegini ¢alismalarda gosterilmistir (Qi et al., 2022). P62
ekspresyonundaki artis hem segici otofajinin hem de hiicresel stres yanitlarinin
molekiiler diizeyde yeniden diizenlendigini ortaya koymaktadir. P62'nin bu siiregte bir
adaptor proteini olarak merkezi rol iistlendigi ve PrP¢ aracilifiyla regiile edildigi

sonucunu diistindlirmektedir.

Insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 (HER2) pozitif meme kanseri hiicre
hatti olan 4T1-HER2" hiicrelerinde P62 gen ekspresyon diizeyleri analizleri
sonucunda, HER2-Kontrol (H-K) grubuna kiyasla yiliksek doz (0.073uM/mL)
Tunikamisin uygulanan H-73 grubunda anlamli bir artig gozlenmistir (p = 0.004). Bu
bulgu, yiiksek dozda ila¢ uygulamasinda meydana gelen ER stresinin HER2*
hiicrelerde P62 ekspresyonunu belirgin sekilde artirabildigini gostermektedir.
Literatiirdeki caligmalarla karsilastirildiginda, bu durumun Tunikamisin’in ER’de
protein katlanmasini1 bozarak PERK ve ATF6 gibi sensorlerin aktive edilmesi (Choi et

al., 2020) yoluyla P62 transkripsiyonunu artirabilecegini baglantisiyla agiklanabilir.
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ICso (0.063uM/mL) doz Tunikamisin uygulanan H-63 grubunda ise, kontrol
grubuna (H-K) gore istatistiksel olarak anlamli bir fark goézlenmemistir (p = 0.812).
Bu bulgu, HER2 pozitif hiicrelerin ICso dozunda ila¢ uygulamasiyla ER stresine kars1
daha direncli olabilecegini ve P62 ekspresyonunun bu stres diizeyinde degismedigini
gostermektedir. Bununla birlikte ICso (0.063uM/mL) doz uygulama grubunun (H-63)
0.073uM/mL Tunikamisin uygulanan gruba (H-73) gore anlamh diisiik ekspresyon
gostermesi (p = 0.001), bu etkinin doz bagimli oldugunu destekler niteliktedir.

PrP¢ baskilanmasi ile elde edilen PrP-siRNA grubunda (H-S) ise P62 ekspresyonu
Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da anlamliya yakin bir artig
saptanmistir (p = 0.069). Bu durum, HER2 pozitif hiicrelerde PrPnin tek basina P62
ekspresyonu iizerinde 4T1 hiicre hattinda oldugu kadar giiclii bir regiilator etki
olusturmadigint diisiindlirmektedir. Ancak ICso (0.063uM/mL) doz Tunikamisin
uygulanan (H-63) gruba kiyasla anlamli bir fark olmasi (p = 0.019), PrP¢
baskilanmasinin diisiik ER stres kosullarinda P62 {izerindeki etkisini artirabilecegini
diisiindiirmektedir. 1Cso (0.063uM/mL) doz uygulama grubu (H-63), 0.073uM/mL
Tunikamisin uygulanan (H-73) gruplarinda P62 ekspresyonu artmis olmasina karsin
kontrol grubuna goére anlamli bir fark bulunmamastir (p = 0.508 ve p =0.985). Bununla
birlikte siRNA ve 0.073uM/mL Tunikamisin uygulanan grubunun, sadece
0.073uM/mL Tunikamisin uygulanan gruba goére anlamli olarak daha disiik
ekspresyon sergilemesi (p = 0.006), PrP¢ baskilanmasinin yiiksek doz Tunikamisin ile
birlikte uygulandiginda P62 artisin1 sinirlandirabilecegini gostermektedir. HER2
sinyal yolaklarinin (6rnegin, PI3K/Akt/mTOR) iizerinde dengeleyici bir etki
olusturdugunu bilinmektedir (Hare & Harvey, 2017). P62 gen ekspresyonunun HER2*
hiicre hattinda daha yiiksek diizeyde seyretmesi, HER2 sinyal yolunun otofajiyle olan
etkilesimini yansitmaktadir. Literatiirde, HER2'nin mTOR sinyal yolunu aktive ederek
otofajiyi baskiladigi ve bunun sonucunda P62 birikimine neden olabilecegi

belirtilmistir (Cai-McRae & Karantza, 2015).

p62°nin ¢oklu sinyal yollar1 yoluyla HER2 kaynakli meme tiimér olusumunu
kolaylastirdigi ve hiicresel doniisim ve tiimoér olusumu i¢in gerekli oldugu
bildirilmigtir (Cai-McRae & Karantza, 2015). Ayrica, p62°’nin ¢ekirdek icinde

transkripsiyonel diizenleyici aktivite gostermesi ve tiimor hiicre proliferasyonunu
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desteklemesi, HER2" hiicrelerde gozlenen stabil ekspresyon artigini agiklayabilecek

mekanizmalardan biri olarak degerlendirilmektedir (Mondal et al., 2025).

Sonug olarak, HER2* hiicre hattinda yliksek doz (0.073uM/mL) Tunikamisin
uygulamasi P62 ekspresyonunu artirirken, PrP¢ baskilanmasinin etkisi sinirli kalmistir.
Daha ¢ok Tunikamisin uygulamasina bagli anlamli degisimlere rastlanmistir. Bu
bulgular, HER2 sinyalizasyonunun otofajik siire¢lerle etkilesimini ve ER stresine kars1
hiicresel yanitlarin HER2* fenotipe 6zgii olarak farklilik gosterebilecegini ortaya

koymaktadir.

Genel olarak degerlendirildiginde, c¢alismamizda p62 gen ekspresyonundaki
artiglarin hem uygulanan stres etkenine hem de hiicre tipine bagl olarak farklilik
gosterdigi saptanmustir. Ozellikle 4T1 hiicrelerinde p62 ekspresyonunda daha belirgin
degisiklikler gozlenirken, HER2 pozitif hiicre hattinda bu yanitlarin daha sinirli kaldig:
tespit edilmistir. Literatliirde, p62'nin multip] miyelom hiicrelerinde bortezomib
(birinci nesil bir proteazom inhibitdrii (Yamamoto & Egashira, 2021)) direncini
artirarak hiicre sagkalimini destekleyebilecegi ve farkli hiicre hatlarinda sagkalimi ya
da hiicre 6liimiinii diizenleyebilecegi bildirilmistir (Milan et al., 2015). Bu bulgular,
p62 geninin uygulamalara verdigi yanitin hiicre tipi kaynakli farkliliklardan
etkilendigini ve stres yanitlarindaki diizenleyici roliinii desteklemektedir (Yu, Wang,
Zhou, & Xu, 2021). Aymi zamanda, hiicre hattina 0zgii yanit profillerinin

incelenmesinin 6nemini de ortaya koymaktadir.

LC3-11 (LC3B) gen ekspresyon diizeyleri incelendiginde, 4T1 hiicre hattinda farkli
uygulama gruplar1 arasinda anlaml farkliliklar gézlenmistir. Kontrol grubuna (T-K)
kiyasla, diisiik (T-63; p = 0.014) ve yiiksek (T-73; p = 0.004) doz Tunikamisin
uygulanan gruplarda LC3-1I diizeylerinde anlaml1 bir azalma saptanmistir. Bu durum,
Tunikamisin’in beklenen otofaji indiikleyici etkisinin, bu dozlarda 4T1 hiicre hattinda
zayiflayabilecegini veya hiicre tipine/doza bagl olarak otofajik akista tikaniklik
yaratabilecegini diisiindiirmektedir. PrP¢ baskilamasi uygulanan grup olan (T-S; p =
0.017) ile kontrol grubu arasinda LC3-II diizeyleri agisindan anlamli bir fark
izlenmigstir. Ayn1 sekilde siRNA transfekte grup, sadece Tunikamisin uygulanmis T-
63 (0.063uM/mL; p = 0.0004) ve T-73 (0.073uM/mL; p = 0.0002) gruplar1 arasinda
anlamhi diizeyde yiiksek LC3-II ekspresyonu gostermistir. Bu bulgu, PrP¢
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baskilanmasinin, Tunikamisin uygulamasiyla azalan otofaji seviyelerini yeniden
artirabilecegini ve otofaji siirecini destekleyebilecegini gostermektedir. Benzer
sekilde, siRNA+Tunikamisin (0.073uM/mL) uygulama grubu da, sadece
0.063uM/mL Tunikamisin uygulanmis (p = 0.003) ve sadece 0.073uM/mL
Tunikamisin uygulanmis (p = 0.001) gruplara gore anlaml diizeyde yiiksek LC3-11
ekspresyonu gdstermektedir. Ote yandan, siRNA+Tunikamisin (0.073uM/mL) (T-
S73) grubu hem sadece siRNA uygulanmis grup (p = 0.001) hem de siRNA’ya ek
olarak 0.063uM/mL Tunikamisin uygulanmis (T-S63) (p = 0.015) gruplara gore
anlamli diizeyde daha diisiik LC3-1I diizeyleri sergilemistir. Bu durum yiiksek doz
Tunikamisin’in, PrP baskilamasina ragmen, otofaji siireci lizerinde bir etki
gosterebilecegini ve bu etkinin doz bagimli olabilecegini diistindiirmektedir. Yapilan
onceki calismalarda, Tunikamisin’in ER stresine bagli olarak otofajiyi
indiikleyebildigi ve LC3-1I ekspresyonunu artirabildigi bildirilmis olsa da (Tang, Kay,
Jiang, & Arkin, 2022), bu etkinin hiicre hatti ve doz gibi faktorlere bagl olarak
degisebilecegi vurgulanmaktadir. LC3-Inin stres kosullarinda hiicre hayatta kalimin
diizenlemedeki rolii literatiirde agikca ifade edilmistir (Koh et al., 2024). Ayrica, LC3-
1] isaretlemesinin meme kanserinde otofajinin bir 6l¢iisii olarak kotii prognostik deger

tastyabilecegi gosterilmistir (S. Chen et al., 2013).

4T1-HER2* hiicre hattinda LC3-1I gen ekspresyonuna yonelik analizler, 4T1 hiicre
hattina kiyasla daha smrlt bir yanit profili ortaya koymustur. Gruplar arasi
karsilastirmalarda yalnizca 0.063uM/mL Tunikamisin uygulanmis grup (H-63) ve
0.073uM/mL Tunikamisin uygulanmis gruplarda (H-73) istatistiksel olarak anlamli
bir artis gostermesi (p = 0.044), 1Cso dozunda (0.063uM/mL) Tunikamisin
uygulamasinin bu hiicre hattinda otofaji siireci lizerinde farkli bir diizenleyici etki
yaratabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak kontrol grubu ile herhangi bir deney grubu
arasinda anlamli bir farklilik gézlenmemesi, HER2’ye 6zgii sinyal yolaklarinin otofaji
iizerindeki baskilayici etkisini desteklemektedir. Nitekim literatiirde, LC3-II’nin
HER2 sinyali araciligiyla farkli sekillerde diizenlenebilecegi ve HER2* hiicrelerde
otofaji yanitinin daha karmagsik mekanizmalarla kontrol edildigi raporlanmistir (M. Li
et al., 2024). Ayrica, HER2" hiicrelerde otofajinin baskilanmasiyla LC3-1I birikiminin
inhibe edildigi de gosterilmistir (Hwang & Kim, 2023). Bu farkliliklar, HER2 gibi
onkogenlerin (Vranic, Beslija, & Gatalica, 2021) hiicre tipine 6zgii olarak otofaji

stireclerini diizenleyebilecegini ortaya koymaktadir.
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LC3-1I seviyelerindeki degisikliklerin 4T1 hiicre hattinda hem ER stresi hem de
PrP¢ baskilanmasimna bagli olarak sekillenmesi, bu genin stres yanitlarindaki
diizenleyici roliinii desteklemektedir. Ancak bu yanitin, hiicre hattina baglh olarak
farklilik gosterdigi analiz sonuglarinda belirgin bir sekilde goriilmektedir. 4T1 hiicre
hattinda, 6zellikle PrP¢ baskilanmasina (T-S) ve diisilk doz Tunikamisin ile birlikte
uygulanan kombinasyonlara (T-S63) ait gruplarda LC3-II diizeylerinde anlamli artig
gozlenmis, bu da PrP¢ baskilanmasinin otofaji aktivitesini destekleyici etkiler ortaya
koyabilecegini diislindiirmiistiir. Buna karsin, 4T1-HER2" hiicre hattinda PrP¢
baskilanmasi (H-S) ve kombinasyon uygulamalar1 (H-S63, H-S73) kontrol grubuna
kiyasla anlamli bir degisiklik olusturmamis, LC3-II diizeyleri sabit kalmistir. Bu
durum, HER2" hiicrelerde PrP¢ baskilanmasinin otofaji iizerindeki etkisinin sinirh
olabilecegini ve HER2 sinyal yolunun otofaji iizerinde baskilayict bir rol
iistlenebilecegini  gostermektedir.  Nitekim, HER2" hiicrelerde otofajinin
baskilanmasiyla birlikte LC3-II birikiminin inhibe edildigi ve HER2 sinyaliyle LC3-
II’nin negatif regiilasyona ugrayabilecegi daha 6nceki ¢aligmalarda raporlanmigstir (M.
Lietal., 2024). Bu farkliliklar, stres yanitlarinin hiicre tipine 6zgii olarak sekillendigini
ve HER2 gibi onkogenlerin (M. Li et al., 2024) otofaji diizenlemesinde belirleyici
olabilecegini gostermektedir. Ote yandan, LC3-II'nin yalnizca otofaji siireclerinde
degil, ayn1 zamanda inflamasyon, hiicre proliferasyonu ve metastaz gibi ¢esitli
biyolojik mekanizmalarda da gorev aldigi bildirilmektedir (Geng et al., 2023).
Dolayistyla, LC3-II'nin terapdtik hedef olarak potansiyeli artmakta; ancak bu hedefin
etkililiginin, kullanilan tedavi stratejisinin yani sira tiimor hiicresinin molekiiler alt
tipine gore degisebilecegi anlasiimaktadir (Y. Chen et al., 2025). Ozellikle HER2 ve
HER3 pozitifligi ile birlikte yiliksek LC3-II ekspresyonunun, agresif timor
biyolojisiyle anlamli sekilde baglantili oldugu gosterilmistir (Bortnik et al., 2020).

Triple Negatif Meme Kanseri (TNBC) hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalarda LC3-
II ve otofaji diizeylerinin yiiksek oldugu, bunun da kétii prognozla iligkili oldugu
bildirilmigtir. Bu hasta grubunun kemoterapiye daha az yanit verdigi ve tedaviye
otofaji inhibitdrlerinin eklenmesinin potansiyel bir strateji olabilecegi 6ne siirtilmiistiir
(Lefort et al., 2014). Tiimor dokularinda LC3-1I ve p62°nin birlikte yliksek diizeyde
ekspresyonu iyi prognozla iligkilendirilmisken, sadece LC3-II yiiksekligi koti
sagkalim ile baglantili bulunmustur (Niklaus et al., 2017). Ancak bazi ¢aligmalarda

belirtildigi tlizere bu proteinlerin sagkalim {izerindeki etkisi kanser tiiriine gore
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degisiklik gdstermistir (Cao et al., 2016). Hiicresel prion proteinini nérodejeneratif
hastaliklara sebep olan formu PrP* ile yapilan calismalarda ise, LC3II ve p62°nin
anormal form olan PrP*‘nin birikimini azaltmasi ve apoptozisi baskilamasi, bu
proteinin hem otofaji hem de protein homeostazinda kritik bir diizenleyici oldugunu
gostermektedir (Moon et al., 2016; Xu et al., 2014) Bu nedenle hem LC3-/I’nin hem
de p62’nin otofaji siireclerindeki etkilerini ve yardimci molekiillerini arastirmak

kanser tiiriine 6zgii tedavi gelistirme siireclerinde 6nemli bir parametredir.

Apoptozisin mitokondriyal yolunun temel diizenleyicilerinden olan Bax ve Bcl-
2 proteinleri, hiicre i¢i sinyal aglarinda karsit islevleri araciligiyla hiicre kaderini
belirlemektedir. Bu ¢aligmada, endoplazmik retikulum (ER) stresorii Tunikamisin ve
PrP¢ baskilanmasinin bu genler iizerindeki etkileri, 4T1 ve 4T1-HER2* meme kanseri

hiicre hatlarinda karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.

4T1 hiicre hatt1i agisindan degerlendirildiginde, Bax gen ekspresyonu 0.063
puM/mL  Tunikamisin uygulanmig grup (H-63) ve 0.073 puM/mL Tunikamisin
uygulanmis (H-73) gruplarda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir degisiklik
gostermemistir. Ancak anlamli olmasa da ekspresyon diizeyinin diislik olmasi, yliksek
doz Tunikamisin uygulamasinin Bax ekspresyonunu baskilayarak apoptozisten kagisa
katk1 saglayabilecegini diigiindlirmektedir. Bax ekspresyonunun kanser ilerledikc¢e
azaldig1 ve uzak metastazli hastalarda en diisiik seviyeye geldigi raporlanmistir (Gil et

al., 2017).

En dikkat c¢ekici bulgu, yalmizca PrP¢ baskilanmasinin uygulandigi T-S
grubunda Bax diizeyinde anlamli bir artigin gozlenmesidir (p = 0.005). Bu durum,
PrP®nin anti-apoptotik bir protein olarak Bax {iizerinden hiicre hayatta kalimini
diizenledigi yoniinde bir etkisi oldugunu diisiindiirmektedir. Ancak, kombine
(Tun+siRNA) uygulama yapilan T-S63 ve T-S73 gruplarinda Bax ekspresyonunun
yeniden diismesi, Tunikamisin kaynakli stresin, PrP¢ baskilamasinin olusturdugu pro-

apoptotik etkiyi sinirladigin1 gosterir niteliktedir.

Bcl-2 gen ekspresyonu ise tiim deney gruplarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli
diizeyde azalmistir. Tunikamisin uygulanan 0.063uM/mL (H-63) ve 0.073uM/mL (H-
73) gruplarindaki bu diislis oldukca belirgindir (sirasiyla; p < 0.02, p < 0.01), bu da

Tunikamisin’in ER stresini artirarak anti-apoptotik Bcl-2 diizeyini baskiladigin
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gostermektedir. Literatiirde, uzun siireli ER stresinin Bcl-2 transkripsiyonunu
baskiladig1 ve bu durumun mitokondriyal membran potansiyelini bozarak apoptozise
neden oldugu bildirilmektedir (Z. Li, Liu, Li, Yan, & Xu, 2025). Ayrica JNK, (JNK'ler,
cesitli streslere kars hiicresel yanitlar1 diizenleyerek gen ekspresyonu, hiicre iskeleti
dinamikleri ve hayatta kalma yollar1 iizerinden birgok fizyolojik siireci kontrol eder
(Zeke et al., 2016)) araciligiyla fosforile edilen Bc/-2’nin anti-apoptotik 6zelligini
kaybederek ER’den Ca?" salinimini artirabilecegi de ifade edilmistir (Lebeaupin et al.,
2020).

Sadece hiicresel prion proteininin baskilandig1 T-S grubunda, Bc/-2 diizeyi kontrol
grubuna goére anlamli bir farklilik gostermemistir (p = 0.293), ancak siRNA
transfeksiyonuna ek olarak Tunikamisin uygulamasi yapilan T-S63 ve T-S73
gruplarinda bu diizeyler yeniden diismiistiir (p < 0.005, p < 0.003). Bu durum, tek
basina PrP baskilamasinin Bcl-2 diizeyini koruyabilecegini, ancak ek olarak uygulanan
Tunikamisin’in bu etkiyi ortadan kaldirarak stres yolaklarini baskin hale getirdigini
gostermektedir. Ancak uzamis stres durumunda, Bcl-2min UPR (yanlis katlanmig
protein yanitlar1) sensorleriyle olan etkilesimleri apoptotik siireclerin tetiklenmesine
katkida bulundugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (Palabiyik, 2025). Genel
olarak bu bulgular, ER stresinin hem pro-apoptotik (Bax) hem de anti-apoptotik (Bc!/-
2) genlerde anlamli diizeyde degisikliklere yol actigini ve PrP’nin bu siiregte dnemli

bir diizenleyici rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

4T1-HER2* hiicre hattinda Bax gen ekspresyonu, kontrol grubuna benzer
sekilde H-63 grubunda (0.063uM/mL Tunikamisin) yiiksek diizeyde seyretmistir (p =
0.999). Ancak H-73 (0.073uM/mL Tunikamisin; p = 0.045), H-S (siRNA; p =
0.038) ve H-S63 (0.063uM/mL Tun+ siRNA; p = 0.131) gruplarinda anlamli ya da
anlamliya yakin diizeyde diisiisler gdzlenmistir. Ozellikle 0.073 uM/mL
Tunikamisin ve sadece siRNA transfeksiyonu uygulama gruplarindaki diistis, yliksek
doz Tunikamisin ve/veya PrP°¢ baskilanmasi uygulanan kosullarda pro-apoptotik Bax
ifadesinin baskilandigin1 ve apoptozisin geri planda kaldigin1 gostermektedir. Bu
bulgular, HER2+ hiicrelerde apoptotik yanmitin smirli oldugunu ve HER2 sinyal
yolaklarinin PI3K/Akt ve MAPK/ERK tizerinden Bax translokasyonunu inhibe ederek
apoptozisten kacis1 destekleyebilecegini gosteren literatiirle uyumludur (Devis-

Jauregui et al., 2021).
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4T1-HER2*  hiicre hattinda Bcl-2 gen  ekspresyonu, ICso dozunda
Tunikamisin uygulama grubunda (H-63) kontrol grubuna kiyasla azalmalar
goriilmesine ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p =
0.831). Buna karsilik, 0.073uM/mL Tunikamisin grubunda (H-73) anlamli diizeyde
bir artis gozlenmis (p = 0.022), ayrica bu artis H-63 grubuna gére de oldukca
anlamlidir (p = 0.007). Yalnizca PrP¢ baskilamasinin uygulandigi siRNA transfekte
olan grubunda orta diizeyde bir artis gozlenirken (p > 0.505), kombine gruplarda (H-
S63; p=0.028) ve (H-S73; p = 0.032) gruplarinda H-73’e gore anlaml1 diisiisler tespit
edilmistir. Ozellikle 0.073uM/mL Tunikamisin grubundaki (H-73) Bcl-2 artis1,
yiiksek doz Tunikamisin’in Bcl-2 {izerinden hiicreyi koruyucu bir yanit gelistirdigini
diistindiirmektedir. Literatiirde, Bc/-2’nin endoplazmik retikulum membraninda
lokalize olarak /P3R aracilifiyla ER Ca*" seviyelerini diizenledigi, boylece stresi
dengeleyerek apoptozisi baskiladigi bildirilmis ve HER2 sinyal yolaklarinin Bcl-2
stabilitesini artirarak hem otofaji hem de apoptozis siireclerini modiile ettigi de rapor

edilmigstir (Devis-Jauregui et al., 2021).

Bu sonuglar, HER2* hiicre hattinda apoptotik mekanizmalarin daha karmagik ve
duruma bagh olarak degisken sekilde isledigini, bazi kosullarda anti-apoptotik
yanitlarin daha baskin olabilecegini gostermektedir. Bax ve Bcl-2 birlikte
incelendiginde, HER2" hiicrelerde apoptotik tepkinin sinirli ve daha ¢ok sinyal agina
bagimli olabilecegi degerlendirilmektedir. Triple Negatif Meme Kanseri (MDA-MB-
231, TNBC) hiicrelerinde yapilan bir c¢alismada, 16semi ve lenfoma tedavisinde
onaylanmis, Bc/ ailesinin anti-apoptotik iiyesi Bcl-2’yi segici olarak inhibe eden
Venetoclax (VCX) tedavisinin, anti-apoptotik Bcl-2 ekspresyonunu azaltip pro-
apoptotik Bax ekspresyonunu artirarak Bax/Bcl-2 oraninda belirgin bir yiikselise neden
olmus ve bdylece apoptozisi indiikledigi raporlanmistir (Alhoshani et al., 2020). Bu
baglamda, HER2" hiicrelerde apoptozis yanitinin, Bcl-2 inhibisyonuna TNBC
hiicrelerindeki kadar giiclii bir sekilde yanit vermeyebilecegi ve bu hiicrelerde
apoptozisin daha karmasik diizenleyici mekanizmalar tarafindan kontrol edilebilecegi

ayr1 bir arastirma konusu olarak diisiiniilebilir.

Otofaji, timdr olusumunun erken evrelerinde tiimor baskilayici bir rol tistlenirken,
ilerleyen evrelerde kanserin gelisimi ve progresyonuna katkida bulunabildigi

gosterilmistir (Rakesh, PriyaDharshini, Sakthivel, & Rasmi, 2022). Ayrica hem otofaji
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hem de apoptozis siire¢lerinin kolorektal kanserin gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli
roller iistlendigi, apoptozis diizenleyicilerinin ayn1 zamanda otofaji aktivasyonun

diizenleyicileri olarak da islev gorebildigi belirtilmistir (Xie, Liu, & Li, 2020).

Bu iki siire¢ arasindaki yakin iliski, otofaji ve apoptozisin bazi ortak diizenleyici
proteinleri paylasmasindan kaynaklanmaktadir. Ozellikle Bcl-2 ailesine ait alt
gruplarin (Bak, Bax ve BH3-only proteinleri) endoplazmik retikulumda lokalize olarak
hem kaspaz-bagimli apoptozisi hem de otofajiyi diizenledikleri gdsterilmistir (Xie et
al., 2020). Ayrica otofaji ve apoptozis, Akt ve MAPK yollar gibi ¢esitli sinyal iletim
yollar1 tarafindan da ortaklasa diizenlenmektedir. Bu kapsamda, ErK, p38, MAPK ve
JNK gibi molekiillerin otofaji siirecine dogrudan miidahale ettigi raporlanmistir (J.
Yang & Yao, 2015). Kanser hiicrelerinde bu iki siirecin karsilikli etkilesimi, hiicre

hayatta kalimi lizerinde etkili bir diizenleyici rol oynamaktadir.

Otofaji ile apoptoz arasindaki molekiiler kesisim noktalar1, p62/SQSTM1, Bcl-2
ailesi proteinleri, Beclin-1 ve LC3-II gibi ortak diizenleyici proteinler araciligiyla
sekillenmekte olup, bu etkilesim tiimdr hiicrelerinin hayatta kalma ya da olim
yoniindeki kaderini belirleyebilmektedir. Klinik anlamda, bu iki yolak arasindaki
dengenin hedeflenmesi sayesinde, kanser tedavisinde terapotik etkinligin
artirllabilecegi ve ilag direncinin asilabilecegi one siiriilmektedir (Choi et al., 2020).
Sonug olarak, otofaji ve apoptozis tiimor olusumunda hem sinerjik hem de antagonistik
etkiler sergileyebilir. Koruyucu otofaji, bazi durumlarda antikanser ajanlara karsi
diren¢ olusturabilirken; O6liimciil otofaji, bu ajanlarla is birligi i¢cinde apoptozisi
destekleyerek tiimor hiicrelerinin eliminasyonunu saglayabilir (Linder & Kogel, 2019;

Xie et al., 2020).

Hiicresel Prion Proteini (PrP¢); kanser hiicrelerinin proliferasyonu, invazyonu ve
metastazinin yani sira ilag¢ direnci gelisimi ve kanser kok hiicrelerinin olusumunu
destekleyerek tiimor progresyonunda kritik ve ¢ok yonlii bir diizenleyici rol
iistlenebilecegi son yillarda artan caligmalarla beraber gosterilmistir (Ding, Chen,
Lang, & Cui, 2021; Limone et al., 2023; X. Yang et al., 2014). PrP°nin, hiicre
cogalmasi, metastaz, ilag direnci ve kanser kok hiicre 6zelliklerini; PI3K-Akt ve Notch
gibi hiicre sagkalimina yonelik sinyal yollar1 ile ekstraseliiler matriks, hiicre ylizeyi
molekiilleri ve kanser kok hiicre belirtegleriyle etkileserek diizenledigi gosterilmistir

(Go & Lee, 2020; Ryskalin et al., 2019). Yiiksek PrP¢ diizeylerinin antikanser ilaclara
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diren¢ kazandirabilecegi, MCF7 meme kanseri hiicre hattinda PrP¢ artig1 ile tiimor
nekroz faktorii-a'ya (TNFoa) direnci arasindaki nedensel iliskiyle gosterilmistir
(Mouillet-Richard et al., 2021). Ostrojen reseptorii (OR) negatif meme kanseri
hastalarinda PrP®nin yiiksek ekspresyonunun, kemoterapiye diisiik yanitla iliskili
oldugu (Abi Nahed et al., 2023) ve adjuvan tedavi yanitin1 dngérmede potansiyel bir
biyobelirte¢ olabilecegi raporlanmistir (Ryskalin et al., 2021). Ayrica diisikk PrP¢
ekspresyonuna sahip hiicrelerde, yiiksek PrP¢ diizeyine sahip hiicrelere kiyasla daha
belirgin bir UPR (katlanmamis protein yanit1) aktivasyonu gozlendigi belirlenmistir
(Z. Gaoetal., 2019). PrP¢nin otofagozom olusumunu diizenleyici bir role sahip oldugu
bildirilmistir (Dias et al., 2016). Bu nedenler ile birlikte otofaji yolaklarindaki
etkilerinin daha iyi anlagilmasi gerektigi ¢esitli ¢caligmalarda vurgulanmistir. Nitekim
PrP¢nin tiimdr karsinogenezinde yer alan 570’ten fazla proteinle etkilesime girmesi
(Armocida, Busceti, Biagioni, Fornai, & Frati, 2023), otofaji siire¢lerindeki roliiniin

bu etkilesimlerin ortak ve 6nemli bir paydasi olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda elde edilen bulgular, hiicresel prion proteinin (PrP€) baskilanmasi
ve ER stresinin indiiklenmesiyle hem otofaji hem de apoptozis yanitlarinin hiicre tipine
ozgii olarak sekillendigini ortaya koymustur. Ozellikle p62 ve LC3II gibi otofaji
belirtecleriyle birlikte, Bax ve Bcl-2 gen ekspresyonlarindaki degisimler bu yanitlarin
aktivasyon diizeyini isaret etmektedir. Literatiirde de vurgulandigi iizere, stres
altindaki hiicrelerde otofaji ilk etapta bir koruma mekanizmasi olarak aktive edilmekte,
ancak bu siire¢ yeterli olmadiginda apoptozis devreye girmektedir (Miller & Thorburn,
2021). Bu cergevede degerlendirildiginde, prion proteininin baskilandigi gruplarda
oldugu kadar ekspresyonunun devam ettigi gruplarda da, s6z konusu proteinin
yalnizca hiicre sagkalimini artirmakla siirli kalmayip, ayn1 zamanda otofaji-apoptoz
dengesinin siirdiiriilmesinde de etkili bir modiilator olabilecegi diisliniilmektedir. Bu
baglamda, PrP’nin hedeflenmesiyle birlikte bu iki hiicresel yanitin koordineli bigimde

modiile edilebilecegi yeni terapotik yaklagimlar gelistirilebilir.
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5.SONUC VE ONERILER

Bu caligsmada, hiicresel Prion proteininin (PrP¢) baskilanmasinin ve endoplazmik
retikulum stresorii Tunikamisin’in farkli dozlarda uygulanmasinin, otofaji ve
apoptozis ile iligkili gen ekspresyonlar tizerindeki etkileri, triple negatif meme kanseri
hiicre hatlar1 olan 4T1 ve HER2 pozitif alt tipi 4T1-HER2+’de karsilastirmali olarak
degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, stres kosullarinda PrP¢
baskilanmasinin hiicrelerin yanit mekanizmalarini farkli sekillerde etkileyebilecegini

ve bu etkinin hiicre tipine 6zgii yanit profilleri sergileyebilecegini gostermistir.

Ozellikle p62, LC3-1I, Bax ve Bcl-2 genlerinin ekspresyonundaki degisiklikler
hem uygulanan stres etkenine hem de PrP®’nin baskilanma durumuna bagli olarak
onemli farkliliklar gostermistir. Bu durum, PrP¢’nin yalnizca hiicre sagkalimi ve ilag
direnci lizerinde degil, aym1 zamanda otofaji-apoptozis dengesini diizenleyen ¢ok
yonli bir molekiiler diizenleyici oldugunu diisiindiirmektedir. Literatiirde de
belirtildigi iizere, PrP®nin segici otofaji siire¢lerinde p62 iizerinden etkili oldugu,
hiicresel stres yanitlarin1 sekillendirdigi ve timoér mikro c¢evresinin yeniden
diizenlenmesinde aktif rol tistlendigi gosterilmistir. Bu ¢alismalar, elde edilen verilerle

ortiismektedir.

Calismanin sonuglari, 6zellikle hiicresel Prion proteini baskilandiginda p62
ekspresyonunun artmasi, otofaji akisindaki artisa neden olabilecegini ortaya
koymustur. 4T1 hiicrelerinde gozlemlenen bu etki, 4T1-HER2 pozitif hiicrelerde daha
smirli kalmis ve bu durum HER2 sinyal yolunun Prion proteininin diizenleyici etkisini
baskilayabilecegini diisiindlirmiistiir. Buna ek olarak, HER2+ hiicre hattinda yiiksek
doz Tunikamisin uygulamasi p62 ekspresyonunu artirsa da PrP° baskilanmasinin bu
etkiyle sinerji olusturmadig1 gézlenmistir. Bu farklilik, PrP¢nin regiilasyonunun hiicre

tipine ve mikro ¢evre faktorlerine bagli olarak degisebilecegini ortaya koymaktadir.

Caligmanin literatiire katkisi, yalnizca PrP®’nin gen ekspresyon diizeyine etkisiyle
sinirhi kalmayip, kanser hiicrelerinin stres kosullarina karsi gelistirdigi savunma
mekanizmalarinin Prion proteini araciligiryla nasil sekillendigine dair yeni veriler
sunmasidir. Bu kapsamda, PrP¢’nin yalnizca fizyolojik degil, patolojik kosullarda da
onemli bir diizenleyici oldugunu ve ozellikle sagkalim, otofaji, apoptozis gibi

stireclerde merkezi bir rol oynadigini diisiindiirmektedir.
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Ancak elde edilen bulgular, gen ekspresyon diizeyinde yapilan analizlerle sinirh
oldugundan, proteomik diizeyde gergeklestirilecek destekleyici ¢alismalarla daha
kapsamli yorumlar yapilmasi gerekmektedir. Ozellikle hiicresel Prion proteininin
otofaji akis1 lizerindeki etkisi, post-translasyonel modifikasyonlarla iligkisi ve ¢ekirdek
ici sinyal yollaryla etkilesimi gelecekte yapilacak ayrintili molekiiler arastirmalarla
aydinlatilmalidir. Apoptotik belirteclerin yalnizca gen diizeyinde degil, Annexin V
boyamas1 gibi yontemlerle de dogrulanmasi 6nemlidir. Bu dogrultuda protein
diizeyinde dogrulama ve hiicre i¢i sinyal yolaklarina yonelik fonksiyonel analizlerin;
Western blot, otofagozom olugumunun immiinofloresan veya immiinositokimyasal
boyama ydntemleriyle desteklenmesi onerilmektedir. Ayrica PrP¢’nin otofaji ile olan
iliskisini daha iyi anlamak amaciyla, otofaji yolaklarmin bu calismada analiz
edilmeyen otofagozomal tamamlama tiyelerinin de (ATG genleri, ESCRT kompleksi)
degerlendirilmesi gelecekteki arastirmalar i¢in Onem tasimaktadir. Ayrica,
caligmalarda kullanilacak hiicre hatlarinin se¢iminde yalnizca HER2 degil, aym
zamanda Sstrojen reseptorlerinin (OR) ekspresyon profillerinin de dikkate alinmasi
onemlidir. Ostrojen reseptdrleri, meme kanserinde tiimériin biyolojik davranisini,
tedaviye yanitint ve prognozu belirleyen baslica molekiiler belirteglerden biridir. Bu
baglamda, HER2 ve OR durumlarinin birlikte degerlendirilmesi, otofaji ve apoptoz
mekanizmalarimin ~ farkli  alt tiplerdeki isleyisinin daha kapsamli sekilde

aydinlatilmasina katki saglayacaktir.

Sonug¢ olarak, bu calisma, PrP®nin 6zellikle endoplazmik retikulum stresi
kosullarinda tiimor hiicrelerinin adaptasyon siire¢lerinde kritik bir diizenleyici rol
iistlendigini ortaya koymaktadir. Elde edilen bulgular, PrP®’nin hiicresel stres
yanitlarint yonlendirme kapasitesi araciligiyla tiimor hiicrelerinin otofaji ve apoptozis
arasindaki dengeyi sekillendirebildigini ve bu yolla kanser hiicrelerinin hayatta kalma
stratejilerine katkida bulundugunu géstermektedir. Bu dogrultuda, PrP*’nin molekiiler
hedef olarak degerlendirilmesi, yalnizca kanserin ilerleyisini yavaslatmaya yonelik
degil, ayn1 zamanda otofajiyi de dogrudan hedef alan yenilik¢i tedavi yaklagimlarinin
gelistirilmesi agisindan da umut verici goriinmektedir. Gelecekte PrP¢’nin farkli kanser
tiplerinde, heterojen tiimor modellerinde ve translasyonel diizeyde yapilacak genis
olgekli preklinik ¢aligmalarla ayrintili olarak incelenmesi, prion proteini merkezli anti-
kanser stratejilerin potansiyelini ortaya koyarak, kanser biyolojisi ve tedavi

yaklagimlarina 6nemli katkilar saglayacaktir.
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