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Oz

Amag

Kronik miyeloid 16semi, Bcr-Abll flizyon tirozin kinazi-
nin olusumu ve aktivitesi ile tanimlanir. Fizyon protei-
nini hedefleyen inhibitoriin kesfi sag kalim oranlarinda
blyuk artis meydana getirmistir. Ancak bu inhibitore
karsi direng gelisimi yeni terapi hedeflerinin belirlen-
mesini zorunlu kilmaktadir. Otofaji, giincel kanser aras-
tirmalarinda dikkat cekici bir iki yonli hedeftir. Kanser
hucrelerini stres kosullarina adapte etmeyi sagladigi
icin genellikle otofajinin inhibisyou hedeflenmektedir.
Epigallokatesin-3-gallat yesil ¢cayda bulunan temel bir
fitokimyasaldir. mikroRNA'lar gibi epigenetik regulator-
lerin tzerindeki etkinligi nedeniyle tedavide oldugu ka-
dar hastalarin beslenme 6nerilerinin diizenlenmesinde
de 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismada bir flavanoid olan
epigallokatesin-3-gallatin kronik miyeloid l6semi hic-
relerinde otofajiyi diizenleyen genetik ve epigenetik
faktorler tzerindeki etkinliginin arastiriimasi amaclan-
mistir.

Gerec ve Yontem
mikroRNA-mRNA etkilesimini degerlendiren verita-
banlari kullanilarak otofaji iliskili genleri hedefleyen

mikroRNA'lar belirlenmistir. 50 pikromolar Epigalloka-
tesin-3-gallat uygulanan K-562 hicrelerinde gercek
zamanl kantitatif PCR yontemi kullanilarak otofaji ilis-
kili genlerin ve bu genleri hedefleyen mikroRNA'larin
ekspresyon seviyeleri belirlenmistir.

Bulgular

Epigallokatesin-3-gallat uygulamasi K-562 hiicrelerin-
de otofajinin pozitif regilatérii olan genlerin ekspres-
yon seviyesinde anlamli azalisa, bu genleri hedefleyen
mikroRNA'larin ekspresyon seviyelerinde ise anlamli
artisa neden olmustur.

Sonuc¢

Elde edilen veriler dogrultusunda epigallokatesin-3-gal-
latin, kronik miyeloid l6semi hlicrelerinde genetik ve
epigenetik regulasyonla otofaji inhibisyonuna neden
oldugu belirlenmistir. Otofajinin ¢ift yonli mekanizmasi
g6z 6ninde bulunduruldugunda bu sonug epigalloka-
tesin-3-gallatin ila¢ potansiyeli olma konusunda oldugu
kadar hastalarin beslenme seklinde de 6nem tasiyan
bir kimyasal oldugu gercegini ortaya koymaktadir.
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Abstract

Objective

Chronic myeloid leukemia is characterized by the for-
mation and activation of Bcr-Abll fusion tyrosine kina-
se. Discovery of the inhibitor which targets the fusion
protein results in a significant increase in survival ra-
tes. However the development of resistance to the in-
hibitor necessitates determining new therapy targets.
Autophagy is a remarkable dual target in recent can-
cer researches. It is usually aimed at inhibition of au-
tophagy because autophagy allows cells to adapt to
stress conditions. Epigallocatechin-3-gallate is a basic
phytochemical found in green tea. The efficacy of epi-
genetic regulators, such as microRNAs, is important in
the regulation of dietary recommendations as well as
in treatment. In this study, it was aimed to investigate
the effect of epigallocatechin-3-gallate, a flavanoid, on
genetic and epigenetic factors regulating autophagy in
chronic myeloid leukemia cells.

Materials and Methods
microRNAs which are target autophagy-related ge-

Giris

Kronik miyeloid 16semi (KML) t(9;22) translokasyonu
sonucu olusan Philadelphia kromozomu ile karakte-
rize |6semi tipidir. Resiprokal t(9;22) translokasyonu
sonucu 9g34.12°'de bulunan ABL1 protoonkogeni ile
22q11.23’e lokalize BCR geninin fizyonu sonucu Bcr-
Abl1 fizyon tirozin kinaz proteini kodlanmaktadir. Bu
tirozin kinazin otofosforilasyonla anormal sekilde akti-
vasyonu, hiicre dongusini ve canliligini diizenleyen
cok sayida asagi-akis (“downstream”) yolagl aktive
ederek KML fenotipine neden olmaktadir. 2001 yilinda
bu flizyon proteininin ATP baglanan bolgesini hedefle-
yen birinci nesil tirozin kinaz inhibitdra (TKI) imatinibin
kullaniimaya baslamasi ile birlikte yaklasik 5-7 yil olan
sag kalim oranlarinda ve hastalarin hayat kalitesinde
belirgin bir yikselis meydana gelmistir. Bununla birlik-
te zamanla TKI'ye karsi direng meydana gelmesi yeni
nesil TKI'lerinin gelistirimesine ve asagi-akis yolaklari
inhibe etme potansiyeli olan Urdnlerin arastiriimasina
yonelmistir [1].

Hematolojik neoplazmlari da iceren kanser tedavileri-
nin genel yaklasimlar arasinda, anormal sekilde co-
galan hicrelerin segici olarak 6lime yonlendiriimesi
ilk sirada yer almaktadir. En iyi bilinen ve kanser aras-
tirmalarinda kendine en sik yer bulan programl hiicre
6lum tipleri apoptoz, nekroptoz ve otofajidir [2]. Otofaji

Genetik ve Epigenetik Otofaji Reglilasyonunda EGCG

nes have been identified using appropriate databases.
Expression levels of autophagy-related genes and mic-
roRNAs targeting these genes were determined using
real-time quantitative PCR method in 50 micromolar
Epigallocatechin-3-gallate treated K-562 cells.

Results

Epigallocatechin-3-gallate treatment resulted in a sig-
nificant decrease and increase the expression levels
of autophagy-related genes and microRNAs targeting
these genes in K-562 cells, respectively.

Conclusion

In the direction of the results, epigallocatechin-3-galla-
te was found to cause autophagy inhibition by genetic
and epigenetic regulation in chronic myeloid leukemia
cells. Considering the dual mechanism of autophagy,
this result suggests that epigallocatechin-3-gallate is a
chemical that is important for the nutrition of patients as
well as its potential to be used as a drug.

Keywords: Chronic Myeloid Leukemia, miRNA, Au-
tophagy

hiicreyi ya da organizmayi besin kithgi, blyime fak-
torlerinin yoksunlugu, hipoksi ya da hatali veya islevini
kaybetmis hiicre i¢ci materyaller gibi ¢esitli stres kosul-
larina karsi koruyan, tek hicreli 6karyotlardan itibaren
korunmus katabolik bir surectir. Degrade edilecek olan
materyalin icine alindi§i otofagozomlarin lizozom ile
fuzyonu sonucu hiicreye hem hammadde ve enerji te-
min edilir hem de hiicre olasi bir tehlikeden korunmus
olur. Bununla birlikte otofaji ayni zamanda tip Il hiicre
6limi olarak da islev gormektedir. Ozellikle kanserde
bozulan apoptoz mekanizmasi otofajik hticre 8limunu
daha cazip bir hedef haline getirmektedir. Otofajinin
dual dogasi nedeniyle pek cok hastalikta oldugu gibi
kanser arastirmalarinda da otofajinin rolt hakkindaki
tartismalar sirmektedir [3].

Epigallokatesin-3- gallat (EGCG) yesil cayda bulunan
polifenoldur. Antioksidan etkisi Uzerine yapilan ¢ok sa-
yida ¢alismanin yani sira son yillarda antikanser etkin-
ligi de vurgulanmaktadir. Cesitli kanser tiplerinde apop-
totik, antineoplastik, antimetastatik 6zellik gosterdigi
belirlenmis ve bu 6zellikleri diizenleyen genetik ve epi-
genetik mekanizmalar aydinlatiimaya baslamistir [4].

MikroRNA'lar (miRNA) 18-22 nikleotit uzunlugunda
protein kodlamayan (non-coding) kisa RNAlardir. Pro-
tein kodlayan genlere ait transkriptlerin genellikle 3’
UTR bolgeleri ile eslesme gerceklestirerek hedef genin
susturulmasini saglamaktadirlar. Protoonkogen- timor
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stpresér dengesinin saglanmasinda miRNA'lar son
yillarda 6nemli genetik araglar olarak gorilmekte ve
Ozellikle hedefli kanser tedavilerinin gelistiriimesi konu-
sunda yapilan calismalar artmaktadir [5].

Bu calismada, daha 6nce KML hiicrelerinde apopto-
tik etkinligi ekibimiz tarafindan gosterilen EGCG’nin
(IC,,-50uM); otofaiji iligkili genlerin ve bu genlerin regu-
lasyonunda rol almasi muhtemel miRNA'larin ekspres-
yon seviyeleri Uzerindeki etkinligini belirlemek temel
amagctir [6]. Bu amacla, otofaji iliskili genleri hedefle-
yen miRNA'lari uygun veritabanlari araciligiyla belirle-
yerek, gercek zamanh kantitatif PCR araciligi ile hem
genlerin hem de miRNA'larin ekspresyon seviyelerin-
deki degisimleri belirlendi. EGCG’nin KML hucrelerin-
de otofajinin temel regulatori olan genlerin ekspres-
yon seviyelerinde belirgin azalmaya neden oldugunu
saptandi. Bu regllasyonun ise bu genleri hedefleyen
MiRNA seviyelerindeki artisla uyumlu olmasi nedeniy-
le, EGCG’nin KML hicrelerinde hem genetik hem de
epigenetik bir otofaji inhibitdrii olma potansiyeli tasidi-
gini dnermekteyiz.

Gerec ve YOntem

miRNA-mRNA Etkilesimlerinin Belirlenmesi

Otofaji iliskili mMRNA'lari hedefleyen tahmini miRNA'lar
TargetScanHuman 7.2 veritabani kullanilarak belirlen-
mistir. Bu veri tabani hedef genlerin 3’'UTR bdlgeleri
ile olgun MiRNA'larin g¢ekirdek dizilerinin eslesme lo-
kasyonlarini ve eslesen dizi uzunluklarini géstermek-
tedir. Cekirdek dizi eslesmesine ek olarak miRNAnin
3'UTR bolgesinin hedefle eslesmesi, hedef transkriptin
eslesme bdlgesinin yakinindaki AU icerigi, 3’ UTR’den
minimum uzaklik gibi 14 farkli parametreyi degerlen-
direrek olasi eslesmeleri sunmaktadir. TargetScanHu-
man 7.2 veri tabani kullanilarak belirlenen potansiyel
miRNA'lardan miRTarBase ve miRanda veri tabanlari
velveya guncel literatlr verileri ile desteklenen miR-
NA'lar ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi amaciyla
secilmistir.

Huicre Kiilturii ve Etken Maddenin Hazirlanmasi

K-562 (ATCC, ABD) hiicreleri; %10 FBS (Biolnd, israil),
%1 L-Glutamin (Biolnd, israil), %1 Penisilin-Streptomi-
sin (Biolnd, israil) iceren RPMI-1640 besiyeri (Biolnd,
Israil) ile 37°C sicaklik %5 CO, i¢eren inkuibatérde kiil-
ture edilmis, deney i¢in uygun hiicre sayisina ulasilana
kadar hucrelerin tretimi gerceklestiriimistir. Hiicrelerin
canlihginin kontrolt Tripan Mavisi Soliisyonu (Biolnd,
israil) kullanilarak denetlenmistir. EGCG (Sigma Ald-
rich, ABD) etken maddesi ddH,O icinde ¢oOzilerek
0.5M’lik stok soliisyon hazirlanmistir. K-562 hucreleri
6 kuyucuklu hicre kultirii plakalarina 10° hiicre/mL
olacak sekilde ekilmistir. Hiicrelerin ekilmesinin ardin-
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dan final konsantrasyonu 50 uM olacak sekilde EGCG
etken maddesi hiicrelere eklenmistir. Etken madde ice-
ren hiicreler ve etken madde icermeyen kontrol hiicre-
leri 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Tim ¢alisma ba-
samaklari Ug tekrarl olacak sekilde gergeklestirilmistir.
Gen ekspresyon degisimlerinin belirlenmesi

Hucrelerden total RNA ve miRNA izolasyonu sirasiyla
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Almanya) ve miRNeasy Mini
Kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak gerceklestirilmistir.
izole edilen total RNA ve miRNA érneklerinden komp-
lementer DNA (cDNA) sirasiyla RT2 First Strand Kit
(Qiagen, Almanya) ve miScript Il RT Kit (Qiagen) kul-
lanilarak sentezlenmistir. Otofaji iliskili PRKAA1, AKT1,
MTOR, ULK1, VPS34, BECN1, UVRAG, AMBRAL,
ATG9A, ATG9B, ATG5, ATG12, ATG16L1, ATG16L2,
GABARAP, GABARAPL1, ATG3, ATG4A, ATG4B,
ATGA4C, ATG4D ve ATG7 genlerinin ve bu genleri he-
defleme olasihgi bulunan miRNA'larin ekspresyon de-
gisimlerinin belirlenmesi icin segilen primerleri iceren
tasarim plakalar (Qiagen, Aimanya) ve LightCycler 480
(Roche, isvicre) gercek zamanl kantitatif PCR cihazi
kullaniimistir. MRNA ve miRNA eskpresyonlarinin be-
lilenmesi igin sirasiyla RT2 SYBR Green qPCR (Qia-
gen, Almanya) ve miScript SYBR Green (Qiagen, Al-
manya) mastermiksleri kullanim kilavuzunda belirtilen
uygun sicaklik dongulerinde uygulanmistir. Kontrole
gore gen ekspresyon degisimleri 22T yéntemi kulla-
nilarak belirlenmistir. istatistiksel anlamliligin belirlene-
bilmesi icin her biri Ucer tekrardan olusan kontrol-doz
karsilastirmasina Student’s t-test uygulanmis, p degeri
0.05'ten kiuguk olanlar anlamli olarak degerlendirilmis-
tir.

Bulgular

Otofaiji iliskili transkriptler miRNA'lar tarafindan hedef-
lenmektedir

Otofaiji iliskili secilen transkriptleri diizenleme potansi-
yeli TargetScanHuman 7.2 veritabani kullanilarak be-
lirrenen ve miRTarBase ve miRanda veritabanlari ve/
veya guncel literattr verileri ile valide edilen miRNA'lar
Tablo 1'de gdsterilmistir.

K-562 hicrelerinde EGCG uygulamasi sonucunda oto-
fajinin temel indUkleyicisi olan genlerin buyuk ¢cogun-
lugunda anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir (Kat
degisimi >+2.00, p<0.05) (Bkz: Tablo 2).

K-562 hicrelerinde EGCG uygulamasi sonucunda
otofajinin temel indUkleyicisi olan genleri hedefleyerek
baskilayan miRNA'larin ekspresyon seviyelerinde an-
lamli artis belirlenmistir (Kat degisimi >+2.00, p<0.05)
(Bkz: Tablo 3).
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Otofaji iliskili transkriptleri hedefleyen miRNA'lar ve verilerin elde edildigi kaynaklar

Gen miRNA Targetscan miRTarBase | miRanda | Literatiir
PRKAA1 hsa-miR-130a-3p X X X

PRKAA1 hsa-miR-152-3p X X

PRKAA1 hsa-miR-15a-5p X X X

PRKAA1 hsa-miR-424-5p X X X

PRKAA1 hsa-miR-497-5p X X X

PRKAA1 hsa-miR-607 X X X

AKT1 hsa-miR-155-5p X X X

AKT1 hsa-miR-495-3p X X Mao ve ark. [7]
MTOR hsa-miR-128-3p X X X Chen ve ark. [8]
MTOR hsa-miR-485-5p X X Mou ve ark. [9]
MTOR hsa-miR-96-5p X Ma ve ark. [10]
ULK1 hsa-miR-181a-5p X X

ULK1 hsa-miR-181b-5p X X

ULK1 hsa-miR-181c-5p X X X

ULK1 hsa-miR-181d-5p X X X

ULK1 hsa-miR-489-3p X Soni ve ark. [11]
PIK3C3 hsa-miR-129-5p X X

PIK3C3 hsa-miR-98-5p X X X

BECN1 hsa-miR-129-5p X X Chen X ve ark. [12]
BECN1 hsa-miR-199a-5p X X X

UVRAG hsa-miR-125b-5p X Cao ve ark. [13]
UVRAG hsa-miR-205-5p X X

AMBRA1 hsa-miR-199b-3p X

AMBRAL1 hsa-miR-485-5p X X

AMBRA1 hsa-miR-7-5p X Capizzi ve ark. [14]
ATGY9A hsa-let-7a-5p X X X

ATGY9A hsa-let-7b-5p X X X

ATGY9A hsa-let-7c-5p X X X

ATG9A hsa-let-7d-5p X X X

ATGY9A hsa-let-7e-5p X X X

ATGY9A hsa-let-7f-5p X X X

ATGY9A hsa-let-7g-5p X X X

ATGY9A hsa-let-7i-5p X X X

ATGY9A hsa-miR-15a-5p X X X

ATGY9A hsa-miR-199a-5p X X

ATGY9A hsa-miR-202-3p X X X

ATG9A hsa-miR-29a-3p X X

ATGO9A hsa-miR-424-5p X X X

ATGY9A hsa-miR-497-5p X X X

ATGY9A hsa-miR-7-5p X X X

ATGY9A hsa-miR-98-5p X X

60



Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakultesi Dergisi

Otofaji iliskili transkriptleri hedefleyen miRNA'lar ve verilerin elde edildigi kaynaklar
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Gen miRNA Targetscan miRTarBase | miRanda | Literatiir

ATG5 hsa-miR-181a-5p X X X Yang ve ark. [15]
ATG5 hsa-miR-181b-5p X Wang ve ark. [16]
ATG12 hsa-let-7a-5p X X X

ATG12 hsa-let-7b-5p X X X Ham ve ark. [17]
ATG12 hsa-let-7c-5p X X X

ATG12 hsa-let-7d-5p X X X

ATG12 hsa-let-7e-5p X X X

ATG12 hsa-let-7f-5p X X X

ATG12 hsa-let-7g-5p X X X

ATG12 hsa-let-7i-5p X X X Zhang ve ark. [18]
ATG12 hsa-miR-107 X X X

ATG12 hsa-miR-181b-5p X Wang ve ark. [16]
ATG12 hsa-miR-200b-3p X X Pan ve ark. [19]
ATG12 hsa-miR-98-5p X X X

ATG16L1 hsa-let-7a-5p X Liguori ve ark. [20]
ATG16L1 hsa-let-7b-5p X Liguori ve ark. [20]
ATG16L1 hsa-miR-181a-5p X Liguori ve ark. [20]
ATG16L1 hsa-miR-181d-5p X X

ATG16L1 hsa-miR-182-5p X Liguori ve ark. [20]
ATG16L1 hsa-miR-29a-3p X Xu ve ark. [21]
ATG16L1 hsa-miR-96-5p X Gan ve ark. [22]
GABARAP hsa-miR-214-3p X X X Li ve ark. [23]
GABARAPL1 hsa-miR-155-5p X X X

GABARAPL1 hsa-miR-15a-5p X X X

GABARAPL1 hsa-miR-424-5p X X X

GABARAPL1 hsa-miR-497-5p X X X

ATG3 hsa-miR-155-5p X X X Etna ve ark. [24]
ATG4B hsa-let-7b-5p X X X

ATG4B hsa-miR-140-5p X X

ATG4B hsa-miR-214-3p X X

ATG7 hsa-miR-181b-5p X Wang ve ark. [25]
ATG7 hsa-miR-210-3p X X Wang ve ark. [25]
ATG7 hsa-miR-96-5p X X X Gan ve ark. [22]

EGCG K-562 hucrelerinde otofaji iliskili genlerin ekspresyon seviyelerini degistirir.




Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiltesi Dergisi

Tablo 2

kat degisimi (p<0.05)

Genetik ve Epigenetik Otofaji Reglilasyonunda EGCG

EGCG uygulanan K-562 htcrelerinde otofaiji iliskili genlerin ifade seviyelerinin kontrole gore

Gen Sembolii Kontrole Gore Kat Degisimi p Degeri
PRKAAL (AMPK) -3.92 0
AKT1 -2.42 0.000006
MTOR -1.11 0.002538
ULK1 -2.18 0.000074
VPS34 -3.46 0.000005
(PIK3C3)

BECN1 -3.28 0.000001
UVRAG -2.43 0.000009
AMBRA1 -3.76 0.000002
ATG9A -3.95 0.000002
ATG9B -2.52 0.000059
ATGS5 -2.13 0.000002
ATG12 -3.76 0
ATG16L1 -2.22 0.000009
ATG16L2 -2.93 0.000007
GABARAP -15.26 0
GABARAPL1 -2.43 0.000023
ATG3 -3.23 0
ATG4A -3.49 0.000001
ATG4B -9.73 0.000001
ATG4AC -13.95 0
ATG4D -2.52 0.000002
ATG7 -10.94 0.000001

EGCG K-562 hucrelerinde otofaji regulatori miRNA'larin ekspresyon seviyelerini diizenler

Tartisma

Dual rolii ile otofaji, hiicreyi hem hayatta tutan hem de
6lime yonlendiren kritik bir siire¢ oldugundan kanser
tedavi hedefi olarak bu iki strecten hangisinin potan-
siyel tasidigi gtincelligini koruyan bir tartisma konusu-
dur [26]. Bu tartisma KML'yi iceren hematolojik malig-
nitelerde de sirmektedir. Otofaji indiikstyonunun tip Il
hiicre 6lum araciligiyla veya Ber-Abll onkoproteininin
degredasyonu ile I6semi tedavisinde kendine yer bu-
lacagini ongoren calismalar bulunmaktadir [27, 28].
Bu calismalarla celiskili bir sekilde 6zellikle enerji ki-
sittamasina bagh olarak KML kok hiicrelerinin olusu-
mu, dormansi ve ila¢ direnci gibi konularda otofaji in-
diksiyonunun rol oynadigini gésteren calismalar da
artmaktadir [29, 30]. Bu calismalarin artisi da otofaji
inhibisyonunun KML tedavisi icin potansiyel bir strateji
olarak gortlmesini saglamaktadir [31].

Yesil cayda bulunan temel flavanoid olan EGCG’nin
KML htcrelerinde hiicre donglisii genlerini etkiledigi
ve ayrica KML hicrelerini apoptoza yonlendirdigi daha
onceki calismamizda raporlanmistir [6]. Bu iki yolak
birbiriyle kimi zaman ayni yonli kimi zaman ise zit yon-
I olacak sekilde surekli etkilesim halindedir ve apoptoz
iliskili CASP3, CASP8, BAX, BAD, BCL-2 gibi kritik re-
gulator genler ayni zamanda otofaji basamaklarinin da
iki yonli dizenlenmesinde gérev almaktadir [32]. EG-
CG'nin farkli hiicre tiplerinde apoptotik ve otofajik hiic-
re Olumind birlikte indikledigini gosteren calismalar
bulunmaktadir [33, 34]. Bununla birlikte EGCG uygu-
lamasina bagh olarak indiklenen otofajinin hiicre sag
kalimini destekleyerek apoptozu baskiladigi da pek
¢cok calismada raporlanmistir [35, 36]. Farkh kanser
tiplerinde calisiimis olmakla birlikte; EGCG'nin KML
hicreleri Gzerindeki otofajik etkinligi hentiz belirlenme-
mistir. EGCG gibi fitokimyasallar kanser ¢alismalarin-
da, genetik etkilerinin oldugu kadar beslenme gibi ¢ev-
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EGCG uygulanan K-562 hucrelerinde otofaji iligkili genlerin ifade seviyelerinin kontrole gore
kat degisimi (p<0.05)

Gen Sembolii Kontrole Gore Kat Degisimi p Degeri
hsa-let-7a-5p 4.25 0
hsa-let-7b-5p 10.60 0
hsa-let-7c-5p 7.93 0
hsa-let-7d-5p 9.40 0
hsa-let-7e-5p 4.40 0
hsa-let-7f-5p 4.68 0
hsa-let-7g-5p 6.36 0
hsa-let-7i-5p 8.49 0
hsa-miR-107 5.32 0
hsa-miR-125b-5p 8.30 0
hsa-miR-128-3p 3.63 0
hsa-miR-129-5p 10.45 0
hsa-miR-130a-3p 10.50 0
hsa-miR-140-5p 4.29 0
hsa-miR-152-3p 6.72 0
hsa-miR-155-5p 16.31 0
hsa-miR-15a-5p 3.30 0
hsa-miR-181a-5p 7.74 0
hsa-miR-181b-5p 8.44 0
hsa-miR-181c-5p 7.83 0
hsa-miR-181d-5p 26.38 0.000201
hsa-miR-182-5p 2.17 0
hsa-miR-199a-5p 12.68 0
hsa-miR-199b-3p 6.26 0
hsa-miR-200b-3p 8.83 0
hsa-miR-202-3p 10.79 0
hsa-miR-205-5p 13.24 0
hsa-miR-210-3p 3.16 0
hsa-miR-214-3p 11.17 0
hsa-miR-29a-3p 2.50 0
hsa-miR-424-5p 8.48 0
hsa-miR-485-5p 14.96 0
hsa-miR-489-3p 7.64 0
hsa-miR-495-3p 9.96 0
hsa-miR-497-5p 7.26 0
hsa-miR-607 16.58 0
hsa-miR-7-5p 2.17 0
hsa-miR-96-5p 2.94 0
hsa-miR-98-5p 9.23 0
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resel faktorlerle diizenlenebilen epigenetik regilasyon
potansiyellerinin de Ustiinde duruldugu molekdllerdir
[37, 38]. Bu baglamda calismamizda EGCG’nin KML
hicrelerindeki otofajik regtilasyonu, kritik otofaji regu-
latorli genler ve bu genlerin epigenetik dizenleyicileri
Uzerinden degerlendirilmistir.

Otofaji yolagi temel olarak MTOR'un inhibisyonu ile ak-
tive olmaktadir. Bu sureg gesitli stres kosullarinin varli-
gina bagli olarak PRKAAL'in aktivasyonu sonucu AKT1
inhibisyonu ile tetiklenir [39]. EGCG’nin PRKAAL'in eks-
presyon seviyesi Uizerindeki hem inhibitér hem aktivator
etkisini gosteren yayinlar olmakla birlikte; AKT1I/MTOR
yolagini inhibe ettigi ¢esitli kanser tiplerini iceren ¢alis-
malarda gosterilmistir [40, 41]. Otofajinin temel regula-
torleri ilk kez mayalarda kesfedilen ve tim okaryotlarda
korunmus durumda bulunan Atg (autophagy-related
protein) proteinleridir. Atg proteinleri diger proteinlerle
kompleksler olusturarak, fagoforun nukleasyonundan
otofagozomlarin lizozomlarla flizyonu sonucu otofago-
lizozomlarin olusumuna ve hiicre i¢ci materyalin segici
olarak bu cift katli vezikullerde sindiriimesine kadar tim
otofajik akisi yurutmektedir. Bir kaskad haline islev go-
ren Atg proteinlerinin eksikligi ya da defektleri otofajinin
inhibisyonuna sebep olmaktadir [26]. Calismamizda
EGCG uygulamasi sonucunda hem otofaji aktivatori
olan PRKAA1 geninin hem de otofaji inhibitorii AKT1
ve MTOR genlerinin ifade seviyeleri sirasiyla 3.92, 2.42
ve 1.11 kat azalmis ve bu azalislar belirtilen genleri he-
defleyen miRNA'larin ekspresyon seviyelerindeki artis-
la desteklenmistir. Bu durum bir ¢eliski gibi gorulebil-
se de I6semi kok hucrelerinde otofajinin AKTL/MTOR
yolagindan bagimsiz bir sekilde PRKAAL'in dogrudan
Atg proteinleri ile etkilesim kurmasi ile induklenebildigi
raporlanmistir [42]. Mayalardaki Atgl geninin memeli-
lerdeki homologu ULK1 geninin kodladigi UIk1 prote-
ini, Fip200, Atgl3 ve Atgl01 proteinleri ile kompleks
olusturarak PAS’'tan (preautophagosomal structure
ya da phagophore assembly site) fagoforun nikleas-
yonunu iceren baslangic basamagini meydana getirir
[43]. Calismamizda ULK1 geninin ekspresyon seviyesi
EGCG uygulanan hiicrelerde, EGCG uygulanmayan
kontrol grubu hticrelerine goére 2.18 kat azalmis; ULK1
transkriptini hedefleyen hsa-miR-181a-5p, hsa-miR-
181b-5p, hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-181d-5p ve hsa-
miR-489-3p miRNA'larinin ekspresyon seviyeleri ise 2
katin Uzerinde artis gostermistir. Nukleasyonun ardin-
dan membran trafiginde rol oynayan Pi3k kompleksi
vakuolar hedeflemeyi dizenler. Bu kompleks Vps34
(Pik3c3), Vpsl15 (Pik3r4), Becnl (Atg6) ve Becnl'in
pozitif dizenleyicisi Uvrag (Vps38) proteinlerinden ve
vezikller tasinimda gorevli Atg9 proteinlerinden olusur
[44]. Literatirde EGCG ile bu genlerin ifade seviye-
leri hakkinda detayli veri bulunmamaktadir. Calisma-
mizda fagofor uzamasini diizenleyen otofajinin pozitif
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regllatérlerinden VPS34, BECN1, UVRAG, AMBRA
ATGYA ve ATGI9B genlerinin ifade seviyeleri EGCG
uygulanan grupta uygulanmayan gruba gore sirasiy-
la 3.46, 3.28, 2.43, 3.76, 3.95 ve 2.52 kat azalmistir.
Pi3k kompleksini olusturan proteinleri kodlayan genleri
hedefleyen miRNA'larin ekspresyon seviyelerinde ise
EGCG uygulanan grupta kontrole gore belirgin artis
meydana gelmistir. Kovalent bagl Atg5-Atgl2 konju-
gati ve bu yapilya non-kovalent olarak tutunan Atgl16
proteinlerinden olusan kompleks fagoforun uzamasini
takiben otofagozom olusumunun tamamlanmasinda
ve membrana lipid konjugasyonunda gorev almaktadir
[45]. EGCG'nin kanser hucrelerinde ATG5'in ekspres-
yon seviyesini azaltarak otofajiyi inhibe ettigi ve tedavi
etkinligini arttirdigr gosterilmistir [46]. Bununla birlikte
kanser hucrelerinde bu kompleksin diger hicrleri tize-
rindeki EGCG etkinligi henliz tanimlanmamistir. Calis-
mamizda bu komplekse ait ATG5, ATG12, ATG16L1 ve
ATG16L2 genlerinin ifade seviyelerinin sirasiyla 2.13,
3.76, 2.22 ve 2.93 azaldigi belirlenmistir. Bu genleri
hedefleyen hsa-let-7a-5p, hsa-let-7b-5p, hsa-let-7c-
5p, hsa-let-7d-5p, hsa-let-7e-5p, hsa-let-7f-5p, hsa-let-
79-5p, hsa-let-7i-5p, hsa-miR-107, hsa-miR-181a-5p,
hsa-miR-181b-5p, hsa-miR-181d-5p, hsa-miR-182-5p,
hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-29a-3p, hsa-miR-96-5p
ve hsa-miR-98-5p miRNA'larinin ifade seviyeleri ise
belirgin artis gostermistir. Otofagozom olgunlasmasi,
kargo tasinmasi ve lizozomla flizyonunda, mayadaki
Atg8'in ortologlari olan Gabarap/Lc3 protein aileleri de
gorev almaktadir. Gabarap ve Gabarapll nikleasyon
ve elongasyonu gerceklestiren protein kompleksleriyle
etkilesim kurmaktadir [47]. EGCG uygulamasinin Atg8
ailesi Uyeleri Uzerindeki etkisi hentiz net olarak tanim-
lanmamistir. Calismamizda ise EGCG uygulamasinin
I6semi hlcrelerinde otofajinin zorunlu bilesenleri olan
GABARAP ve GABARAPLL1 genlerinin ifade seviyesi-
ni 15.26 ve 2.43 kat azalttigi belirlenmistir. Bu ailenin
epigenetik regulatorii olan hsa-miR-214-3p, hsa-miR-
155-5p, hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-424-5p ve hsa-
miR-497-5p ekspresyon seviyeleri ise belirgin artis
gostermistir. Atg4 ailesi, Atg3 ve Atg7 proteinleri, Atg8
ortologlarinin otofagozom membranina konjugasyonu-
na aracilik etmektedir [48]. EGCG’nin bu genlerin eks-
presyon seviyesi Uzerindeki etkisini iceren calismalar
olmakla birlikte bu iliski net sekilde ortaya konmamistir.
Calismamizda ATG3, ATG4A, ATG4B, ATG4C, ATG4D
ve ATG7 genlerinin ekspresyon seviyeleri 3.23, 3.49,
9.73, 13.95, 2.52 ve 10.94 kat azalma g0sterirken bu
genleri hedefleyen hsa-miR-155-5p, hsa-let-7b-5p,
hsa-miR-140-5p, hsa-miR-214-3p, hsa-miR-181b-5p,
hsa-miR-210-3p ve hsa-miR-96-5p miRNA'larinin eks-
presyon seviyeleri ise belirgin artis gostermistir.

Sonu¢ olarak, EGCG KML hicrelerinde otofajiyi di-
zenleyen temel genlerin ekspresyon seviyesini azalt-
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maktadir. Bu ekspresyon azalisi otofaji iliskili genleri
hedefleyen epigenetik regilatérler olan miRNA'larin
ekspresyon seviyelerindeki artisla uyumludur. Bu ca-
lisma EGCG’nin KML hicrelerinde otofaji inhibisyonu
sa@layabilecegini ortaya koyan ilk calisma olmasi ba-
kimindan 6nem tasimaktadir. EGCG gibi diyet yoluyla
vicuda alinan fitokimyasallarin cesitli kanser hticreleri
Uzerinde meydana getirdigi epigenetik diizenlenimlerin
arastiriimasi tedavi seceneklerinin yani sira hastalarin
diyet kontroliinde de dnemli konulara i1sik tutmasi baki-
mindan énem tasimaktadir.

Cikar iliskisi: Yazarlar cikar iliskisi olmadigini beyan
eder.
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