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Trpm5 Ion Channel in Human Lung Cancer LC-3

Cell Lines

OZET Amag: Akciger kanserli dokularda, iyon kanal olan transient reseptér potansiyel melastatin
(TRPM) grubu TRPM2, 4, 5, 7, 8 ile Piezo 1, 2’nin RNA ekspresyonlar1 ¢aligilmis ve adenokan-
serli hastalarda, TRPMS5 iyon kanali seviyesinin ¢ok yiiksek oldugu, otofajik aktiviteyi bloke et-
tigi saptanmistir. Bu calismada, akciger adenokanserli hiicre hattinda Microtubule-associated
protein 1A/1B-light chain 3-TRPM5 (LC3-TRPM35) geninin durdurulmasiyla otofajik genlerin
aktivasyonunun, dolayisiyla kanser hiicrelerinin yok edilmesinin saglanip, saglanamayacaginin
belirlenmesi amaglanmistir. Gereg ve Yontemler: A549 adeno kanser hiicre hatt1 sirasiyla, hiicre
beslenmesi, pasajlanmasi, dondurulmas: ve ¢ozdiiriilmesi, siRNA uygulamasi, total RNA izolas-
yonu, spektrofotometrik RNA 6l¢iimii, komplementer DNA sentezi, kantitatif ger¢ek zamanli-
polimeraz zincir reaksiyonu ile cDNA c¢ogaltimi islemlerine tabi tutuldu. Sonuglar
degerlendirildi. Bulgular: A549 adeno kanser hiicre hatt1 iizerinde yapilan kantitatif real time-
polimeraz zincir reaksiyon analizi bulgularina gére, TRPM5 siRNA’sinin %83 oraninda baski-
land1gi, kontrol siRNA ve TRPM5 siRNA gruplarinda otofajik genlerin sayisinda iki kat artig
oldugu goriildii. Sonug: TRPM5-siRNA uygulamasi, otofajik yollardaki genlerin ekspresyonunu
acikga artirmaktadir. TRPMS siipresyonunun, otofajik mekanizmalar: harekete ge¢irdigi, oto-
faji ile kanserli hiicrelerin 6liimiine yol ac¢tig1 saptanmigstir. TRPM5 otofajisi hedef alinarak in-
hibisyon ya da aktivasyon yapilabilmektedir. Bu durum, akciger kanserli hiicrelerde kanserli
hiicrelerin otofajik 6liimiine yol agan kanser tedavilerinin gelistirilmesine katkida bulunabil-
mektedir.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri; TRPM kanallari; otofaji

ABSTRACT Objective: RNA expressions of TRPM2, 4, 5, 7, 8 into the transient receptor po-
tential melanin (TRPM) group which is ion channel in lung cancer tissues and Piezo 1, 2 were
studied. In patients with adenocarcinoma, TRPMS5 ion channel level, which blocks autophagic
activity, is found to be very high. In our study, we aimed to whether can be provided the acti-
vation of autophagic genes and thus the destruction of cancer cells by stopping the microtubule-
associated protein 1A/1B-light chain 3-TRPM5 (LC3-TRPMS5) gene in the lung adenocarcinoma
cell line. Material and Methods: The A549 adeno-cancer cell line was subjected to process as cell
feeding, passaging, freezing and thawing, siRNA application, total RNA isolation, spectropho-
tometric RNA measurement, complementary DNA synthesis, quantitative real-time polymerase
chain reaction and cDNA amplification. Results: According to the quantitative real time-poly-
merase chain reaction analysis on the A549 adeno-cancer cell line, it was observed that the
number of autophagic genes in the control siRNA and TRPM5 siRNA groups increased 2 fold
and 83% of the TRPM5 siRNA was suppresed. Conclusion: TRPM5-siRNA application clearly
increases the expression of genes in the autophagic pathways. TRPM5 suppression has been
found to cause autophagic cancer cells to die, with autophagic mechanisms acting. Inhibition or
activation can be performed by targeting to TRPM5 autophagy. This may contribute to the de-
velopment of cancer treatments leading to autophagic death of cancerous cells in lung cancer
cells.
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arsinogenezde, hiicrede olusan genetik mu-
B tasyon diizeltilmeden hiicre ¢ogalmaya bas-
amakta ve apoptoza ugramaz ise olusan
transforme hiicre boliinerek ¢ogalmaya devam et-
mektedir.! Plazma membraninda yer alan iyon ka-
nallar1 ise apoptoz, proliferasyon ve farklilagsma gibi
doku homeostazinin korunmasi i¢in gerekli olan
tim temel hiicre davraniglarinin yerine getirilme-
sinde gorev almakta ve transient reseptor potansi-
yel melastatin (TRPM) katyon kanallar1 ve
kalsiyum homeostazi kontroli altindadir. Otofajik
yollar ise hiicre i¢i kalsiyum seviyeleri ve kalsiyum
iyon kanallan tarafindan kontrol edilmektedir.
[yon kanallarinin aktivasyonu ya da blokaji, hiic-
reler iizerindeki otofajik aktivite iizerinde 6nemli
etkiye sahiptir.?

Akciger kanserli dokular iizerinde yapilan bir
calismada, iyon kanali olan TRPM grubu; TRPM2,
TRPM4, TRPM5, TRPM7, TRPMS ile Piezo 1 ve
Piezo 2’nin RNA ekspresyonlar: ¢alisilmig ve ade-
nokanserli hastalarda, TRPMS5 iyon kanali seviye-
sinin ¢ok yiiksek oldugu ve otofajik aktiviteyi bloke
ettigi saptanmigtir.’

Bu ¢alismada, akciger adenokanserli hiicre hat-
tinda, Microtubule-associated protein 1A/1B-light
chain 3-TRPM5 (LC3-TRPMS5) geninin durdurul-
masi ile otofajik genlerin aktivasyonunun, dolay1-
siyla kanser hiicrelerinin yok edilmesinin saglanip,
saglanamayacaginin belirlenmesi amaglanmustir.

I GEREC VE YONTEMLER

Caligmamizda, A549 adenokanser hiicre hatti
temin edilmistir (ATCC; CCL-185). Bu hiicre hatt1
su islemlere tabi tutulmustur.

1. asamada (hiicre beslenmesi); A549 hiicre-
leri, %10 fetal bovine serum (FBS), %1 antibiyotik
ve %] L-glutamin ilave edilen Roswell Park Me-
morial Institute 1640 (RPMI 1640) besiyeri iceren
25 ve 75 cm?lik flasklarde karbondioksitli (CO,)
etiivde 37 °C'de ¢ogaltilmistir. Her giin canhilik, ¢o-
galma, enfeksiyon bakimindan inverted mikroskop
kullanilarak degerlendirilen flasklardaki besiyeri
her 2-3 giinde bir degistirilmistir.

2. agamada (hticrelerin pasajlanmas); inverted
mikroskop altinda degerlendirilen flasklardaki yii-
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zeye tutunmus olan hiicre yogunlugunun %90-100
oldugu saptandiginda, flask i¢cindeki besiyeri d6-
kiilmiis ve flask yiizeyine tutunmus olan hiicreler
serbest hale gelmeleri i¢cin 4 mL tripsin-etilendia-
min tetraasetik asit (EDTA) ile muamele edilmis-
tir. Bes dk 37°C’de inkiibe edildikten sonra,
inverted mikroskop altinda hiicrelerin flask ytize-
yinden ayrilip ayrilmadiklar: kontrol edilmistir.
Flask i¢inde serbest hale geldikleri saptanan hiic-
relere 4 mL besiyeri ilave edilerek tripsin-ED-
TA’nin olumsuz etkisi notralize edilmistir. Falkon
tliplere aktarilan bu karigim 2.300 g'da 3 dk santri-
fiij edilmis ve siipernatant kisim dokiilerek yerine
taze besiyeri eklenmistir. Flask icerisine aktarilma-
dan 6nce homojen bir siispansiyon olusmas: i¢in
vorkteks yapilmis ve hiicreler iki farkl flaska ak-
tarilmagtir.

3. asamada (hiicrelerin dondurulmasi ve ¢oz-
diriilmesi); hiicrelerin dondurulmas: i¢in flask
i¢indeki besiyeri dokiilerek hiicreler 4 mL tripsin-
EDTA ile muamele edilmigtir. Bes dk 37°C’de in-
kiibe edildikten sonra, flask icinde serbest héle
geldikleri saptanan hiicrelere 4 mL besiyeri ilave
edilmigtir. Falkon tiiplere aktarilan bu karigim
2.300 g’da 3 dk santrifiij edilmistir. Sipernatant
kisim atildiktan sonra elde edilen hiicre pelleti tize-
rine %70 oraninda Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM), %20 oraninda FBS ve %10 ora-
ninda dimetil stilfoksit (DMSO) igeren soliisyon
ilave edilmistir. Kriyo tiiplere bu karigimdan 1’er
mlL aktarilarak agamali olarak (oda sicakligi/+4°C/-
20°C/-80°C) sogutulup, -80°C’de derin donduru-
cuda muhafaza edilmistir. Donmus olarak saklanan
hiicrelerin ¢ézdiirilmesi islemi sirasinda hiicrele-
rin hemolizini 6nlemek amaciyla, ¢6zdiirme islemi
dondurma igleminin aksi yonde agamali olarak ger-
ceklestirilmistir. -80° C derin dondurucudaki hiic-
reler ¢ikarilarak -20, +4 ve oda sicaklig ve ardindan
37°C’ye 1s1tilmis besiyeri ilave edilerek flasklara
ekilmistir.

4. asamada (siRNA uygulamasi); transfeksiyon
iglemi gerceklestirilmeden onceki giin altilik plate-
lere her bir kuyucukta 2x10° hiicre/mL olacak se-
kilde ekim yapilarak CO,’li etiivde 37°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Besin ortami degistirilerek ku-
yucuk bagina 2,3 mL DMEM eklenmistir. On
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pM’lik siRNA’dan 9 pl alinarak 100 pl opti-mini-
mum essential media (OptiMEM) icerisinde sey-
reltilmistir. Seyreltilmis siRNA {izerine 12 pl
HiPerFect eklenmis ve ti¢ kez birer saniye vorteks-
lenerek karigtirilmigtir. Lipozomlarin olusumu igin
oda sicakliginda 5-10 dk inkiibe edildikten sonra
bu karisim pipetaj yapilmadan hiicreler iizerine
damla damla olacak sekilde eklenmig ve plate ha-
fifce karigtirilmigtir. CO,’li etiivde 37°C’de inkiibe
edilmis ve transfeksiyon isleminden 24 saat sonra
besiyeri degistirilmistir. siRNA transfeksiyon iglemi
toplamda 48 saat siirdiirtilmistiir.

5. asamada (total RNA izolasyonu); flasklardan
alinan A549 hiicreleri 15 mL’lik falkon tiiplerine
aktarilmig ve 5 mL fosfat tamponlu salin (PBS) ilave
edilerek yikama islemi gerceklestirildi. 2.300g’da 3
dk santrifiij iglemi ardindan pellet olusturan hiic-
relerin Gistiinde kalan s1vi kisim dikkatli bir sekilde
dokiilerek PBS ile yikama islemi bir kez daha tek-
rar edilmigtir. Elde edilen hiicre pelleti 1,5 mL’lik
ependorf tiiplerine aktarildiktan sonra, 1 mL trizol
ilave edilerek 18 gauge enjektor ile pellet pargalan-
mis ve 5 dk oda sicakliginda inkiibe edilmigtir. 200
ul kloroform (trizol hacminin 1/5’i kadar) ilave edi-
lerek 30 saniye vorteks yapilmis ve 2-3 dk oda si-
cakliginda bekletilmistir. +4°C’de 10.000 g’'da 20 dk
santrifiij edildikten sonra en tistteki siv1 kisim yeni
ependorf tiiplere aktarilmigtir. Eldeki sivi kisim ile
esit hacimde izopropanol eklenerek vorteks yapil-
mis ve 10 dk oda sicakliginda bekletilmistir. RNA
pelleti i¢in +4°C’de 10.000 g’da 20 dk santrifiij edil-
mis ve iistteki siv1 kisim uzaklastirildiktan sonra 1
mL. %75’lik etanol ile yikama iglemi gerceklestiril-
mistir. +4°C’de 10.000 g’da 5 dk santrifiij isleminin
ardindan bu yikama islemi tekrarlanmis ve etanol
tamamen uzaklastirildiktan sonra 30 pl niikleaz-
free su eklenerek kullanilana kadar -80°C’de sak-

lanmagtir.

6. agamada (spektrofotometrik RNA 6l¢timii);
isleme ge¢meden 6nce DNAaz-RNAaz icermeyen
steril su ile kor 6l¢iim yapilmistir. BioSpec-nano
(Shimadzu) cihazinin 6l¢éim alanina 1 pl RNA ko-
nularak RNA miktar1 ng/ul olarak 6l¢iilmiistiir. Bu
islem her bir 6rnek icin tekrarlanmigtir.

7. asamada [komplementer DNA (cDNA) sen-
tezi]; bes ytiz pl hacimli ependorf tiiplerde top-
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lamda 20 pl hacimde gerceklestirilen cDNA sen-
tezi i¢in RNA 6rneklerinden 10 pl kullanilirken;
2 pl 10xRT Buffer, 0,8 pl 25xdNTP mix, 2 pl
10xRT Random Primers, 1 pl Multiscribe™ Re-
verse Transcriptase ve 4,2 pl nitkleaz-free su kul-
lanilmistir. Termal déngii cihazina yerlestirilen
ornekler; 25°C’de 10 dk, 37°C’de 120 dk, 85°C’de
5 dk ve 4 °C’de o olacak sekilde cihazda bekleti-
lerek sonunda olusan ¢cDNA 6rnekleri -20°C’de
saklanmistir.

8. asamada [kantitatif gercek zamanli (real
time)-polimeraz zincir reaksiyonu ile cDNA ¢ogal-
timi1]; revers transkripsiyon sonucunda elde edilen
cDNA’lar spesifik primerlerin varliginda gercek za-
manli-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) ile
cogaltilmistir. Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz
[glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH)], TRPM2, Beta aktin (Actb), Microtu-
bule-associated protein 1 light chain 3 alpha
(MAP1LC3A), Microtubule-associated protein 1
light chain 3 beta (MAP1LC3B), BCL-2 associa-
ted X protein (BAX), B-cell CLL/lymphoma 2
(Bcl-2), Autophagy/beclin-1 regulator 1
(AMBRA1), Autophagy protein 12 (ATG12),
ATGI16L1, ATG5, BECLIN1, BECN1L1, Lysoso-
mal-associated membrane protein 1 (LAMP1),
Lysosomal-associated membrane protein 2
(LAMP2), Lysosomal-associated membrane pro-
tein 3 (LAMP3), Phosphoinositide-3-kinase class
3 (PIK3C3), Phosphoino sitide-3-kinase regula-
tory subunit 4 (PIK3R4), RB1-inducible coiled-
coil 1 (RB1CC1l), SH3-domain GRB2-like
endophilin B1 (SH3GLB1), Tumor protein p53
(TP53), Tumor protein p73 (TP73), Unc-51-like
kinase 1 (ULK1), Unc-51-like kinase 2 (ULK2) ve
UV radiation resistance associated (UVRAG) gen-
lerinin ekspresyonlar1 belirlenmistir.

Uc tekrarli olarak gerceklestirilen kantitatif
RT-PZR yonteminde plate hazirlanirken her bir
kuyucuga 1 pl cDNA 6rnegi konulmustur. Her bir
ornek i¢in 2 pl qPCR miks, 1 pl primer ve 6 pl
DNAaz ve RNAaz icermeyen steril su ilave edil-
mistir.

Gen ekspresyon diizeyleri Applied Biosystems
7500 RT-PZR sistemi ile belirlenmistir. Caligmada
kontrol gen (housekeeping) olarak GAPDH ve
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beta-aktin kullanilmistir. Is1 kogullar: 1 kez 95°C’de
15 dk ve 40 kez 95°C’de 15 saniye-60°C’de 30 sa-
niye-72°C’de 30 saniye olacak sekilde ayarlanmis-
tir. Elde edilen sonuglar analiz edilmistir.

ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Istatistiksel analizler icin IBM, SPSS Statistics
programi 22. siirim paket programi kullanildi.
Hiicre sagkalim verilerinin gruplar arasindaki kar-
silagtirilmasinda ki-kare, RT-PZR parametrelerinin
gruplar arasinda karsilagtirilmast i¢in t testi kulla-
nildi. p<0,05 degeri istatistiksel agidan anlaml
kabul edildi. Gen ekspresyonlar: arasindaki farkli-
liklarin hesaplanmasinda 274“T metodu kullanildi.
siRNA susturma yiizdesinin hesaplanmasinda asa-
g1daki hesaplama metodu kullanildi.

AACT degeri= ACT siRNA - ACT kontrol
Kat degigimi= 2-44¢T

Susturma yiizdesi= 100 x (1- kat degisimi)

BULGULAR

A549 adenokanser hiicre hatt1 {izerinde yapilan
kantitatif RT-PZR analizi bulgularina gére, TRPM5
siRNA’sinin %83 oraninda baskilandig: belirlendi.
Kontrol siRNA ve TRPMS5 siRNA gruplarinda oto-
fajik genlerin sayisinda iki kat artis oldugu goriildi.
RT-PZR bulgular1 kontrolle karsilastirildiginda,

siRNA kontrol gruplarinda otofajik genler agisin-
dan anlaml bir azalma ya da anlamli bir artis be-
lirlenmedi. Ancak, hem kontrol hem de siRNA
kontrol gruplariyla karsilastirildiginda, TRPM5
siRNA grubunda ATG3 4,89 kat, ATG5 3,28 kat,
ATG10 3,59 kat, ATG12 3,93 kat, LC3A 13,35 kat,
LC3B 9,56 kat, LAMP3 8,62 kat, BECLIN1 2,34 kat,
AMBRAL1 4,06 kat, ULK2 5,83 kat ve ULK3’tin 3,24
kat istatistiki olarak anlamli diizeyde arttig1 sap-
tand1. Ancak, yine otofajide gorevli olan ATG2A,
ATG7, UVRAG ve LAMP2 gen mRNA ifadelerinde
kontrol ve kontrol siRNA gruplariyla karsilastiril-
diginda, TRPMS5 siRNA grubu acgisindan anlamh
bir farklilik gozlenmedi (Sekil 1, 2).

TARTISMA

Unc-51-like kinase 3 ve homologu olan ULK2, oto-
fajinin indiiklenmesinde yer alan kilit molekiiller-
dir. Otofajinin indiiklenmesinde ULK’nin rolii tam
olarak belirlenememis olmasina ragmen, ULK3’{in
otofagozomlarin onciil formlar1 olan fagoforlarin
olusumunu diizenlemek i¢in, otofaji inditklenme-
sinde bir diger kilit arac1 olan PIK3C3 ile etkilesim
kurdugu gosterilmigtir.* Jung ve ark. 2011 yilinda
yaptiklar: caligmada, ULK2 ve ULK3’yi tiimor bas-
kilayici p53’iin kesin birer transkripsiyonel hedefi
oldugunu gostermislerdir.* DNA hasarina yanitta
p53’in, ULK2/3 transkripsiyon diizeylerini artirdi-

Kontrol

Kontrol siRNA

ITRPMS5 siRNA

SEKIL 1: Kantitatif gercek zamanli-polimeraz zincir reaksiyon analizi bulgulari. TRPM: Transient reseptér potansiyel melastatin.
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SEKIL 2: TRPMS5 siRNA tranfeksiyonu sonrasi kontrol.
TRPM: Transient reseptér potansiyel melastanin; RNA: Ribon(kleik asit; ATG: Autophagy protein; LC: Microtubule - associated protein 1A/1B-light chain;
LAMP: Lysosomal-associated membrane protein; BECL1N1: B-cell CLL/ lymphoma 2; AMBRA: Autophagy/beclin- 1 regulator, ULK: Unc- 51- like kinase.

gin1 ve devamli otofajiyi baslattigini 6ne siiren bu
arastirmacilar, boyle bir senaryoda otofaji indiik-
lenmesinin artmis apoptotik olmayan hiicre 6lii-
mine yol agtigini belirtmislerdir. Caligmamizda,
TRPM5-siRNA grubunda ULK3 diizeyinde anlaml
artis oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar, TRPM5 ile
ULK3 arasinda ters oranti oldugunu ortaya koy-
maktadir. BECLIN1, otofajide merkezi bir role sa-
hiptir. BECLIN1 etkilesimli bir protein olan
AMBRA1, BECLIN1 bagimli otofajiyi pozitif bir se-
kilde diizenlemektedir. AMBRAT’in fare embriyo-
larindaki fonksiyonel eksikligi, otofajinin azlig
(bozuklugu) ile iligkili olan noroepitelyal hiperpla-
ziye ve asir1 apoptotik hiicre 6liimiine sebebiyet
vermistir. AMBRA1, otofaji baslangicinin diizen-
lenmesinde hayati 6neme sahip bir faktor olarak ta-
nimlanabilmektedir. Bir antiapoptotik faktor olan
BCL-2'nin asir1 ekspresyonu, ¢ogu apoptoz indiik-
leyicisine kars1 koruyucu bir etki baglatmaktadir.
Strappazzon ve ark., 2011 yilinda yaptiklar: calig-
mada, AMBRA1 ve BCL-2’nin BECLIN1’e aym
bolge iizerinden baglandigini, bu yiizden
AMBRAT’in BECLINT e baglanmak i¢in BCL-2 ile
yarigtigim gostermiglerdir.’> Strappazzon ve ark.na
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gore, AMBRAY’in ekspresyonundaki azalma, rapa-
misinin diizeyi ve besin yoklugu ile indiiklenen
otofajide 6nemli diizeyde bir diisiise yol acar iken,
AMBRAT’in agin1 ekspresyonu bazal ve rapamisin
indiikli otofajiyi artirmaktadir.® Kang ve ark., ¢a-
lismamizdaki RT-PZR sonuglarina gére, AMBRA1
mRNA diizeyinin TRPM2-siRNA grubunda an-
laml olarak arttigini belirlemiglerdir.® Bu sonuglar
TRPMS5 ile AMBRA]1 arasinda ters oranti oldugunu
ortaya koymaktadur.

Memeli hiicrelerde MAPLC3 (LC3), yaygin bir
sekilde bulunmaktadir ve otofagozomlarin olu-
sumu icin esansiyeldir. Besin yetersizligine bagh
olarak indiiklenen otofajide, LC3 ekspresyonu art-
maktadir. Bu yiizden otofaji i¢in spesifik bir belir-
te¢ olarak kullanilmaktadir. Wu ve ark.min
calismasina gore, memeli hiicrelerinde LC3’iin;
LC3A, LC3B ve LC3C olmak tizere 3 izoformu bu-
lunmaktadir, ancak LC3B diger iki izoforma kiyasla
daha sik bir sekilde otofaji belirteci olarak kulla-
nilmaktadir.” Ouyang ve ark. ile Wu ve ark.nmin
2015 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, LC3’iin, kolo-
rektal kanser dokularinda kanserli olmayanlara ki-
yasla hem mRNA hem de protein diizeyindeki



Siyami AYDIN ve ark.

Turkiye Klinikleri Arch Lung 2018;19(2):45-51

ekspresyonunun 6nemli derecede artmis oldugu
saptanmugtir.”® Ayrica, kanser hiicrelerinde otofajik
aktivite ya da otofaji potansiyelinin arttigini gos-
termislerdir. Bu ¢alismada elde ettigimiz verilere
gore, MAPLC3A ve MAPLC3B mRNA ekspres-
yonlarinin, TRPM5-siRNA grubunda istatistiki ag1-
dan anlamh bir artis gosterdigi belirlenmistir. Bu
sonuglar, MAPLC3A ve MAPLC3B’nin, TRPMS5 ile
ters orantili oldugunu gostermektedir.

Otofaji ile iligkili genler-5, otofagozom uza-
masinda yer almasindan dolay: otofaji i¢in gerekli
olan merkezi bir diizenleyicidir. ATG5’in zorunlu
ekspresyonu hem in vivo hem de in vitro olarak
timor hiicrelerini antikanser ila¢ uygulamalarina
karg1 hassas héle getirmektedir. Buna kargin siRNA
araciligiyla inhibe edilmesi kemoterapiye karsi
kismi bir diren¢ olugsmasina neden olmaktadir.’
Insan prostat kanseri hiicreleri iizerinde yapilan ¢a-
lismada, VPA (antikanser etkilere sahip bir histon
deasetilaz inhibitérii) uygulanmasiyla LNCap ve PC-
3 hiicrelerinde otofajinin indiiklendigi, ancak DU145
hiicrelerinde ise engellendigi gozlemlenmistir.
ATG5’in, LNCAP ve PC3 hiicrelerinde saptandigy,
ancak DU145 hiicrelerinde ATG5 mRNA alternatif
splicelerinin fonksiyonel olmayan kesik iiriinlere yol
acmasindan dolayr ATG5’in eksik oldugu belirlen-
migstir. Wild tip ATG5 geninin DU145 hiicrelerine
transfekte edilmesinin ardindan, hiicrelerde otofaji
saglandig1 belirlenmistir. Yaptigimiz c¢alismada,
ATG5 mRNA ekspresyonunun, TRPM5-siRNA
gruplarinda istatistiki agidan anlamli derecede art-
t1g1 belirlenmistir. Bu sonuglar, TRPMS5 ile ATG5
arasinda mRNA diizeyinde ters yonlii bir iligkinin
oldugunu gostermektedir.

Otofaji ile iligkili genler-12, hem otofagozom
olusumunu baglatarak hem de bazi BCL-2 ailesi
iyelerine baglanip inaktif héale getirmek suretiyle
apoptozu dogrudan diizenleyerek iki farkl sekilde
hizmet edebilmektedir.'” Caligmamizda elde ettigi-
miz verilere gére, ATG12 mRNA ekspresyonunun,
TRPM5-siRNA grubunda istatistiki olarak anlaml
arttigl saptanmistir. Bu sonuglar, TRPM2 ile
ATGI12 arasinda mRNA diizeyinde ters oranti ol-
dugu seklinde yorumlanabilmektedir.
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Calismamizda, LAMP3 mRNA ekspresyonu-
nun TRPM5-siRNA grubunda istatistiksel olarak
anlamli arttig1 belirlenmistir. Bu sonug, TRPM5 ile
LAMP3 arasinda ters orantili iliskinin oldugu sek-
linde yorumlanabilmektedir.
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TRPM5-siRNA uygulamasi, otofajik yollardaki
genlerin ekspresyonunu agikca arttirmaktadir. Bu
veriler, TRPMS5 siipresyonunun, otofajik mekaniz-
malar1 harekete gecirebilecegini gostermistir. Kan-
serde otofajinin, hiicrelerin hem sagkalimina hem
de 6limiine yol agabilen iki farkli fonksiyon gos-
terebilecegi saptanmistir. TRPMS5 ile ilisikili otofa-
jin belirlenmesi ile TRPMS5 otofajisi hedef alinarak
inhibisyon ya da aktivasyon yapilabilmektedir. Bu
durum, hiicrelerin otofajik 6liimiine yol agan kan-
ser tedavilerinin gelistirilmesine katkida buluna-
bilmektedir.

Finansal Kaynak

Bu calisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogru-
dan baglantis1 bulunan herhangi bir ila¢ firmasindan, tibbi alet,
gerec ve malzeme saglayan ve/veya iireten bir firma veya her-
hangi bir ticari firmadan, ¢calismanin degerlendirme siirecinde,
calisma ile ilgili verilecek karar1 olumsuz etkileyebilecek maddi

ve/veya manevi herhangi bir destek alinmamuistir.

Cikar Catigmasi

Bu ¢alisma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin
¢ikar catigsmasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite
tiyeligi veya tiyeleri ile iliskisi, danismanlik, bilirkisilik, her-
hangi bir firmada ¢alisma durumu, hissedarlik ve benzer du-

rumlar1 yoktur.
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