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OZET

Doktora Tezi

MEME KANSERINDE TRIM36’NIN ROLU

Aycan CELIK
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Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Tez Danmismani: Prof. Dr. Sevim KARAKAS CELIK
Ocak 2025, 87 sayfa

Meme kanseri en fazla tan1 konulan kanser tiirii olup 6liime yol acan kanserler arasinda ikinci
sirada yer almaktadir. Meme kanserinin olusum ve gelisim siireclerinde rol oynayan sinyal
yolaklarindaki protein komplekslerinin ortaya ¢ikarilmasi, tedavide kullanilabilecek yeni hedef
molekiillerin belirlenmesine yardimci olacaktir. Son yapilan ¢aligmalarda, TRIM 36’ nin prostat,
akciger gibi baz1 kanserlerde rol oynadig1 gosterilmistir. Bununla birlikte meme kanseri ile
TRIM36 ekspresyon seviyesi arasindaki iliski daha Once aragtirilmamis olup bu ¢aligmada
TRIM36’nin ekspresyon seviyesi ve meme kanseri patogenezi arasindaki iliskisi aragtirilmastir.
Bunun yani1 sira meme kanseri hiicre hatlart MCF-7 ve MDA-MB-231’de TRIM36 ekspresyonu
susturulup ve/veya rapamisin uygulanip yara iyilesme ve koloni olusum deneyleriyle hiicre
gbcll ve hiicre proliferasyonu iizerine etkileri incelenmistir. Bu baglamda 45 meme kanseri
tanist alan hastadan alinan normal ve tiimor dokularindan kantitatif real time PCR yontemi ile
TRIM36 mRNA ekspresyon seviyesi rolatif olarak belirlenmistir. Meme dokusunda TRIM36
ekspresyonu gosterilmis olup, normal ve tiimor dokular1 arasinda TRIM36 mRNA ekspresyon

seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Meme kanseri hiicre hatlarinda
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OZET (devam ediyor)

immiinoblotlama ile TRIM36 ekspresyon seviyelerinin MDA-MB-231 hiicrelerine kiyasla daha
az agresif olan MCF-7 hiicrelerinde daha yiiksek oldugu gdzlenmistir. MCF-7 ve MDA-MB-
231 hiicrelerinde TRIM36’nin siRNA transfeksiyonu ile susturulmasi saglanmis ve
immiinoblot yontemiyle gosterilmistir. Transfeksiyon sonrasinda hiicrelere yara iyilesme ve
koloni olusum deneyi uygulanmis, MCF-7 hiicrelerinde TRIM36 susturulmasinin hiicre gogiinii
artirdig1 gosterilmis olup TRIM36’nin timor baskilayici role sahip oldugu diistiniilmektedir.
Transfeksiyon deneylerine ek olarak transfekte olan/olmayan hiicrelere mTOR inhibitorii olan
rapamisin her hiicre tipi i¢in belirlenen IC50 konsantrasyonunda uygulanmais, yara iyilesme ve
koloni olusum deneyleri gergeklestirilmistir. Rapamisinin tek basina uygulandigi gruplarda her
iki hiicre hattinda da TRIM36 seviyesinin arttig1 immiinoblotlama ile tespit edilmistir. Yara
iyilesme deneylerinde MCF-7 hiicrelerinde kombine uygulamanin, MDA-MB-231
hiicrelerinde ise sadece rapamisin uygulamasinin hiicre gocii inhibisyonunda daha etkili oldugu
gozlenmistir. Koloni olusum deneylerinde ise MCF-7 hiicrelerinde kombine uygulamaya
kiyasla TRIM36’nin susturulmasi, MDA-MB-231 hiicrelerinde ise kombine uygulama koloni
sayisinda azalmayla sonuglanmistir. Bu c¢alisma, meme kanseri biyolojisinde TRIM36’nin
roliinii tanimlayarak literatiire 6zgilin bir katki sunmakta ve TRIM36 susturulmasi ve/veya
rapamisin uygulamasinin bireye 6zgii terapotik bir strateji olarak degerlendirilebilecegi yeni bir
bakis acis1 saglamaktadir. Bu sonuglar, molekiiler kanser arastirmalarinda TRIM36'y1

gelecekteki ¢alismalar icin bir hedef molekiil olarak konumlandirabilir.

Anahtar Kelimeler: TRIM36, meme kanseri, gen ekspresyonu, siRNA transfeksiyonu, hiicre

g0¢i, hiicre proliferasyon
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Breast cancer is the most commonly diagnosed cancer and the second leading cause of cancer-
related deaths worldwide. Elucidating the protein complexes within signaling pathways
involved in the initiation and progression of breast cancer may facilitate the identification of
novel therapeutic targets. Recent studies have highlighted the role of TRIM36 in cancers such
as prostate and lung; however, its association with breast cancer remains unexplored. In this
study, we investigated the relationship between TRIM36 expression levels and breast cancer
pathogenesis. Additionally, TRIM36 expression was silenced and/or rapamycin was
administered in breast cancer cell lines MCF-7 and MDA-MB-231 to evaluate its effects on cell
migration and proliferation using wound healing and colony formation assays. To this end, the
relative TRIM36 mRNA expression levels were quantified by quantitative real time PCR in
normal and tumor tissues collected from 45 breast cancer patients. TRIM36 expression was
confirmed in breast tissue, but no statistically significant difference was observed in TRIM36
mRNA expression levels between normal and tumor tissues. Immunoblotting analysis in breast
cancer cell lines revealed higher TRIM36 expression levels in MCF-7 cells, which are less

aggressive compared to MDA-MB-231 cells. TRIM36 silencing was achieved in both cell lines



ABSTRACT (continued)

via siRNA transfection, as confirmed by immunoblotting. Following transfection, wound
healing and colony formation assays were conducted. Results indicated that TRIM36 silencing
in MCF-7 cells enhanced cell migration, supporting its potential tumor suppressor role. In
addition to transfection experiments, rapamycin, an mTOR inhibitor, was administered to
transfected and non-transfected cells at IC50 concentrations specific to each cell type.
Subsequent wound healing and colony formation assays demonstrated that rapamycin treatment
alone increased TRIM36 expression levels in both cell lines, as verified by immunoblotting. In
wound healing assays, combined treatment with rapamycin and TRIM36 silencing showed
greater inhibition of cell migration in MCF-7 cells, whereas rapamycin alone was more
effective in MDA-MB-231 cells. Colony formation assays revealed that TRIM36 silencing in
MCF-7 cells and combined treatment in MDA-MB-231 cells led to a significant reduction in
colony numbers compared to other treatments. This study uniquely contributes to the
understanding of TRIM36's role in breast cancer biology and provides a new perspective from
which TRIM36 silencing and/or rapamycin administration can be considered as an
individualized therapeutic strategy. These findings position TRIM36 as a promising target
molecule for future molecular cancer research and therapeutic development.

Keywords: TRIM36, breast cancer, gene expression, siRNA transfection, cell migration, cell

proliferation
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 MEME KANSERI

1.1.1 Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri 2022 GLOBOCAN verilerine gore en fazla tan1 konulan insan kanseridir ve
6lime yol agan kanserler arasinda akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir.

Kadinlar arasinda insidans1 en yiiksek kanser tiiriidiir (Bray et al., 2024).

Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansi (IARC — International Agency for Research on
Cancer) tarafindan yaymlanan GLOBOCAN 2022 verilerine gore kadinlarda meme kanseri,
kiiresel kanser insidansinda ikinci sirada yer almis ve yaklasik 2,3 milyon yeni vaka ile tim
kanser vakalarinin %11,6'sin1 olusturmustur. Hastalik, diinya genelinde 666.000 6liime yol
acarak (tlim kanser 6liimlerinin %6,9'u) kanser kaynakli 6liimlerin dordiincii en yaygin nedeni
olmustur. Meme kanseri, diinya genelinde kadinlar arasinda en sik teshis edilen kanser olarak
gozlenmistir. Kadinlarda goriilen tiim kanser vakalarinin dortte biri ve kanser 6liimlerinin altida

biri meme kanserine baglidir (Bray et al., 2024).

Meme kanserinin bir¢ok tiirli bulunmakta fakat tiimor baslangicit ve siirecinin hala kesin
olmamasi ve buna bagli olarak ¢ogu tiirlinde net bir tedavinin bulunmamasi yiiksek insidans ve
6lime yol agmasinin sebepleridir. Son zamanlarda bu nedenle giiclii tanisal degere sahip
biyobelirteglerin tanimlanmasi teshis ve tedavi olanaklarinin iyilestirilmesi bakimindan ilgi

¢ekmektedir (Zhou et al., 2018).

1.1.2 Meme Kanseri Etiyolojisi

Meme kanseri risk faktorleri arasinda yas, cinsiyet, ¢cevresel etmenler, alkol ve sigara kullanima,
radyasyon, genetik faktorler gibi birgok faktor yer almaktadir. Genetik olmayan faktorler
1



arasinda cinsiyet en dnemli risk faktorii olarak kabul edilir. Hastaligin prognozu incelendiginde
ise geng¢ hastalarin, yaslilara kiyasla daha kotii bir klinik profil sergiledigi goriilmektedir.
Gengyasta meme kanseri teshisi konulan kadinlarin, yash kadinlara gére daha kisa bir hayatta
kalma siiresine sahip oldugu ve bu durumun daha agresif timdr biyolojisi ile baglantili

olabilecegi diisiiniilmektedir (Klauber-DeMore, 2006, Ureyen et al., 2016).

Ilk dogum yas1 ve gebelik say1s1, meme kanseri i¢in bilinen 6nemli risk faktorlerindendir. 11k
dogumun ardindan yasanan her gebelik, sekizinci gebelige kadar uzun vadeli ek bir risk
azalmasina yol agmaktadir (Katuwal et al., 2019). Ayrica, ¢aligmalar gostermektedir ki gebelik
sonrasi en az iki yi1l emzirme, menstriiel dongii sikligin1 azaltarak meme kanseri riskini

diisiirmektedir (Feng et al., 2018).

Yasam tarzi, asir1 alkol tiiketimi, yiiksek yagl gidalarla beslenme ve sik yapilan diyet gibi
sagliksiz aliskanliklar, meme kanseri riskini artirabilir. Alkol tiiketimi, kandaki Ostrojenle
iligkili hormon seviyelerini ylikselterek Ostrojen reseptorii yolaklarini aktive edebilir (van den
Brandt et al., 2002; Jung et al., 2016). Hem sigara hem de alkol kullanan kadinlarda ise meme
kanseri riski daha da artmaktadir (Knight et al., 2017). Bugiine kadar yapilan arastirmalar,
ozellikle erken yasta sigara kullanimimin meme kanseri gelisme riskini artirdigin1 ortaya

koymustur (Catsburg et al., 2015; Kispert and McHowat, 2017).

Aile 6ykiisii, meme kanseri risk faktorlerinden biridir; hastalarin dortte birinde aile gegmisinde
meme kanseri bulunmaktadir. Annesi, kiz kardesi veya diger aile bireylerinde meme kanseri
Oykiisii olan kadinlar, bu hastaliga daha yatkindir (Brewer et al., 2017). BRCA1 ve BRCA2
genlerinde mutasyon tastyan kadinlarin, normal bireylere kiyasla meme kanserine yakalanma

olasilig1 %60-80 oraninda daha yiiksektir (Ford et al., 1998).

Meme kanserlerinin yaklasik %5-10’u, bir ebeveynden kalitilan genetik mutasyonlara baglidir.
Kalitsal meme kanserinin en yaygin nedeni BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlar olsa
da, diger bircok genetik mutasyonun da meme kanseri gelisimine yol agtig1 bilinmektedir.
Tiimor hiicrelerinde sikga mutasyona ugramis veya amplifiye olmus genler arasinda TP53
(timorlerin %41°1), PIK3CA (%30), MYC (%20), PTEN (%16), CCND1 (%16), ERBB2
(%]13), FGFR1 (%11) ve GATA3 (%10) yer alir. Bu genler, erken meme kanseri vakalarina
iligkin bir dizi raporda bildirilmistir. Bu genlerin tiriinleri, ya baskilanmis (6r. TP53) ya da aktif

hale gelmis (6r. CCND1) durumda olup, hiicresel proliferasyonu destekleyen veya apoptozu
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engelleyen onkogenik yolaklarin diizenlenmesinde rol oynar (6r. MYC). Meme kanserine
neden olan mutasyonlarin ¢ogu oldukga nadir goriildiigii i¢in, genellikle bu kanserlerin nedeni,

diisiik penetransa sahip birgok mutasyonun kiimiilatif etkisidir (Nik-Zainal et al., 2016).

1.1.3 Meme Kanseri Siniflandirmasi

Meme kanseri, ¢esitli molekiiler 6zelliklere sahip ve farkli klinik seyirler gosteren heterojen bir
hastaliktir. Bu ¢esitlilik, meme kanserinin her hastada farkli seyretmesine ve tedavilere farkl
yanitlar vermesine neden olmaktadir. Bu durum hem hastaligin tanisini zorlagtirmakta hem de

prognozu belirlemede 6nemli bir degisken olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Song et al., 2014).

Insan meme bezinin temel yap1 birimleri, siit {iretiminde gorevli salg1 bezleri lobiiller ve bunlara
bagl dallanma gosteren kanallardir (duktus). Bu yapilar, epitelyal ve miyoepitelyal hiicreler
tarafindan kaplanir. Meme dokusu, bu hiicrelerin yani sira yag dokusu ve bag dokusundan da
olusur. Meme kanserleri, genellikle epitelyal kokenli ve "karsinom" olarak adlandirilan kot
huylu tiimorlerdir. Bu tiimorler, ortaya ciktiklart bolgeye gore duktal karsinom (siit
kanallarinda) veya lobiiler karsinom (siit bezlerinde) olarak siniflandirilir. Karsinomlar ¢evre
dokuya yayilan timoérlerdir. Yayilmayanlar ise invaziv olmayan karsinomlardir ve ‘in situ
karsinom’ olarak isimlendirilirler (duktal karsinom in situ (DCIS), lobiiler karsinom in situ

(LCIS)) (Harbeck et al., 2019).

Bunun yani sira heterojen 6zelliklere sahip meme kanserlerinin molekiiler alt tipleri bazi
hormon reseptorleri ifadesine gore siniflandirilmigtir; Gstrojen reseptdrii (ER), progesteron
reseptorii (PR), insan epidermal biiylime faktor reseptorii 2 (HER?2) ile proliferasyon belirteci
Ki67. 2013 St. Gallen Uluslararas1 Meme Kanseri Konferans: ile meme kanseri molekiiler
olarak meme kanseri bes biyolojik sinifa ayrilmistir: Luminal A, Luminal B, HER2 pozitif,

Normal benzeri ve Bazal benzeri.

Luminal A; ER+ ve/veya PR+, HER2-, diisiik Ki-67 ekspresyonuna sahip meme kanserinin
diger alt tiplere gore daha yavas biiyliyen molekiiler alt tipidir. Meme kanseri olgularimin %50-
60’11 olusturan ve en yaygin goriilen alt tiptir. Bu gruptaki hastalarda hormon tedavisi

uygulanabilir.



Luminal B; meme kanseri olgularmin %10-20’sini olusturur. ER+ ve/veya PR+, HER2
degisken, yiiksek Ki-67 ekspresyonuna sahiptir. Luminal A’ya gore daha yiiksek niiks orant,
kotii prognoz, yiiksek histolojik derece ve artmis proliferasyon indeksi ile iligkilidir. Luminal
B tipi meme kanserinin tedavisinde hormon tedavisi, kemoterapi ve anti-HER2 tedavisi

kullanilmaktadir.

HER?2 pozitif; Meme kanseri vakalarinin %15-20’sinde gortliir. Bu alt tip ER-, PR-, HER+
hormon reseptorii tipine sahiptir. Luminal alt tiplerden daha hizli biiylir. Hizli metastaz
potansiyeli ve kotii prognoz ile iliskilidir. Ancak anti-HER?2 tedavisine yanit verdigi i¢in tedavi

basaris1 yiiksektir.

Normal benzeri; ER+ ve/veya PR+, HER2- hormon reseptorii tipine sahiptir ve meme
kanserlerinin %5-10"unu olusturur. Luminal A tiimdrlerine benzer hormon reseptor tipine sahip

olsa da gorece daha kétii prognoza sahiptir.

Bazal benzeri (Uglii negatif) meme kanseri; ER-, PR-, HER2- hormon reseptrii tipine sahiptir
ve meme kanserlerinin %15-20’sini olusturur. Diger alt tiplere gore daha kotii bir prognoza
sebep olmaktadir. Genellikle daha agresiftir. BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonlar1 tagiyan
bireylerde daha sik goriiliir. Bu tiir meme kanserinin tedavisinde hormonal tedavi ve kemoterapi
uygulanmaktadir (Goldhirsch et al., 2013, Eliyatkin et al., 2015, Feng et al., 2018, Harbeck et
al., 2019, Sert and Kiigiikkiling, 2022).

1.1.4 Meme Kanserinde Tan1 ve Tedavi

Meme kanseri teshisi, mamografi, ultrason, manyetik rezonans goriintiileme (MRI) ve biyopsi
gibi cesitli testlerle gerceklestirilebilir. Ayrica, kanserin meme ve kol altindaki lenf
diigiimlerine metastaz1 rontgen, kemik taramasi, bilgisayarli tomografi (BT veya CAT),
pozitron emisyon tomografisi (PET) veya PET-BT taramasi, MRI, kan testleri, tam kan sayim1
(CBC), kan tiimorii belirteg testleri, genomik analiz, timdriin molekiiler testi ve genetik testler

ile belirlenebilir.

Meme kanseri, tedavi secenekleri agisindan oldukca ¢esitlidir ve tedavi, kanserin tiirline ve
metastaz durumuna baghdir. Her bireyin tedavi plani, kisiye ozgli oOzelliklere gore

sekillendirilmelidir. Bu 6zellikler arasinda meme kanserinin tiirii, evresi, hasta yasi, cinsiyeti,
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diger kronik hastaliklar, menopoz durumu, ila¢ direnci, genetik profil ve epigenetik faktorler
onemli rol oynamaktadir. Meme kanserinin tedavisi; kemoterapi (Paklitaksel, doksorubisin),
hormonterapi (tamoksifen, letrozol), immiinoterapi gibi sistemik tedaviler ile cerrahi tedavi,
radyoterapi gibi lokal tedavi yontemlerini de icermektedir. Genellikle meme kanseri olan
hastalar bu yontemlerin kombine kullanilmasiyla tedavi edilmektedir (Song et al., 2014,

Harbeck ve ark., 2019).

Meme kanserinin patogenezinde ERa (Estrojen Reseptdrii alfa) 6nemli bir rol oynar ve meme
kanserlerinin yaklasik %75'inde bu hormon reseptorii fazla miktarda ifade edilir. Bu nedenle,
ERa klinik tedavi agisindan endokrin tedavi i¢in Onemli bir hedef olarak segilmistir.
Membranda konumlanan ERa, Tirozin Kinaz Src, PI3K ve Epitelyal Biiylime Faktorii
Reseptorii (EGFR) gibi farkli proteinlerle kompleksler olusturur. Ostrojen hormonu, bu protein
komplekslerine hizli bir sekilde baglanir ve konformasyon degisiklikleri meydana gelir,
ardindan MAPK ve AKT gibi sinyal yolaklar1 aktive olur. Bu yolaklar, hiicresel ¢cogalmay1
uyarir. ERa sinyal yolaklarinin onkogenik aktivitesi, anti-Ostrojen ilaclar kullanilarak inhibe
edilir. Ancak, bu ilaglarin baslangigta etkili olmasina ragmen, hastaligin ilerlemesi ve tiimor
gelisimi siirecinde etkisini kaybederek direng gelistirdigi gozlemlenmistir (Luo and Zhang,

2016, Tian and Schiemann et al., 2017, Feng et al., 2018).

Meme kanseri tedavilerindeki gelismelere ragmen, tedaviye direng kazanan hiicreler nedeniyle
metastatik meme kanseri hastalarinda yiiksek oranda Olim goriilmektedir. Bu nedenle
arastirmacilar yeni tedavi yaklasimlart ve potansiyel terapotik adayr molekiilleri arastirmaya

devam etmektedir (Akram et al., 2017).

Geleneksel kanser tedavilerine ek olarak, gen tedavisi; Ozellikle zor tedavi edilen kanser
tirlerinde etkinligi artirmak ve radyasyon tedavisinin sinirlamalarini azaltmak amaciyla
gelistirilen yeni bir stratejidir. Bu tedavi yontemi, hedef hiicrelere terapotik geni bir vektor
aracilifiyla transfer etmeyi amaclar. Ancak basarili bir gen tedavisi i¢in, terapotik genlerin
degrade olmadan dogrudan hastalik bolgesine yonlendirilmesini saglayan bir tasiyici sistem
gereklidir. Bu tasiyict sistemler arasinda viral vektorler, polikatyonik polimerler, lipidler ve

lipozomlar kullanilmaktadir.



Son yillarda RNA interferans (RNA1) teknolojisinin kesfedilmesiyle siRNA (small interfering
RNA) ve miRNA’lar (mikro RNA) kullanilarak meme kanseri tedavisinde gen tedavisi
caligmalar1 yayginlagsmistir (Natarajan and Venugopal, 2011).

Tiimor baskilayict gen mutasyonlarina dayali kanserlerin tedavisinde, inaktif hale gelen tiimor
baskilayici genlerin iglevini yeniden kazandirmak igin ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Wild-
type (yabamil tip) tiimor baskilayici genin transfeksiyonu, bu tiir genlerin normal
fonksiyonlarini yeniden kazandirabilir, hiicrelerin saghikli biiylime fenotipini geri getirebilir

veya apoptozu indiikleyerek tiimdr hiicrelerinin anormal biiytimesini kontrol altina alabilir.

Ayrica, antisens RNA kullanimi, spesifik ribozimler araciligryla onkogenlerin anormal
aktivasyonunu engellemek icin etkili bir yontemdir. RNAi, gen ekspresyonunu diizenleyen
giiclii ve evrimsel olarak korunmus bir mekanizmadir. RNA1, gen dizilerinin ¢ift sarmalli RNA
(dsRNA) formunda viicuda verilmesiyle gerceklestirilir. Bu RNA dizileri, hiicre i¢i bir RNase
IIT enzimi olan Dicer tarafindan siRNA ve miRNA’lara pargalanir ve bdylece hedef mRNA’nin

yikimini saglar (Fire et al., 1998, Ambros, 2004, Du and Zamore, 2005).

RNAi’nin gen susturma kapasitesi, 6zellikle onkogenezde rol oynayan genlerin inhibisyonu
i¢in biiyiik bir potansiyele sahiptir. Kii¢iik molekiillii inhibitdrler ve monoklonal antikorlara
kiyasla RNAI, bircok dnemli kanser hedefini etkili bir sekilde diizenleyebilir (Fire et al., 1998).

RNA1’nin uygulanabilirligi asagidaki mekanizmalarla desteklenir:

e Onkogen transkriptlerinin susturulmasi
e Apoptozu indiikleme ve proliferasyonu azaltma
o Kanser ilerlemesini destekleyen miRNA’larin inhibisyonu

o Hiicre farklilagmasini destekleyen miRNA’larin taklit edilmesi

RNAIi tabanli tedaviler, yalnizca onkogenleri hedeflemekle kalmaz, ayni zamanda hiicre
dongiisii ilerlemesi (Yuan et al., 2004, Purow et al., 2005, Xiao et al., 2005), anjiyogenez
(Filleur et al., 2003, Takei et al., 2004, Kilic et al., 2005) ve hatta Epstein-Barr viriisii (EBV)
ve insan papilloma viriisii (HPV) gibi onkojenik viriislerin kodladig1 onkogenlere kars1 da etkili

olabilir.



RNAi’ye dayali kanser tedavisinde iki temel strateji gelistirilmistir:

1. Gen terapisi; viral vektorler, hiicrelere kiigiik sa¢ tokast RNA (shRNA) onciillerini
kodlayan genleri tasir. Bu onciiller, hiicre iginde endojen miRNA’lar gibi islenir ve gen

susturmay1 saglar.

2. Kiigiik molekiil ila¢ tasima; tamamlanmis siRNA molekiillerinin tasinmasi ve hedef
hiicrelerde etkinliginin saglanmasi amaglanir (Dykxhoorn and Lieberman, 2005,

Dykxhoorn et al., 2006).

RNAI tabanli tedaviler, kemoterapi veya radyoterapi ile kombine edildiginde kanser hiicrelerini
bu standart tedavilere kars1 daha duyarli hale getirebilir (Yagiie et al., 2004, Peng et al., 2004,
Chang et al., 2005). Bu kombinasyonlar, kanser tedavisinde daha yiiksek etkinlik ve daha az

yan etki saglama potansiyeline sahiptir.

RNAi’nin esnekligi ve giiclii gen susturma yetenegi, 6zellikle direngli ve agresif kanser
tiplerinin tedavisinde umut verici bir yaklasimdir. Bu terapiler, kanserin biyolojik
mekanizmalarini daha i1yi anlamaya yoOnelik yeni arastirmalarla birlikte, gelecekte kanser

tedavisinde 6nemli bir rol oynayabilir.

1.1.5 Rapamisin ve Meme Kanseri

Memelilerde rapamisin hedefi (mammalian target of rapamycin- mTOR), hiicre biiyiime ve
proliferasyonun diizenlenmesinde kritik bir rol oynayanfosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)
yolunun bir bilesenidir. PI3K/Akt/mTOR, hiicre i¢inde kritik bir sinyal iletim yoludur. Bu
sinyal yolu, hiicrelerin dis ortamdan gelen biiytime faktdrleri ve hormonlar gibi uyaricilara yanit
vererek hiicre proliferasyonunu ve hayatta kalimini saglar. Ozellikle tiimor hiicrelerinde bu
yolun olduk¢a 6nemli bir rol oynadig: bilinmektedir (Cantley 2002). PI3K yolunun anormal
aktivasyonu, bir¢ok kanser tiiriinde yer almakta olup, bu yolun artan aktivasyonu genellikle
kanser tedavilerine direng ile iligkilendirilir (Myers and Cantley, 2010, McCubrey et al., 2007).
mTOR, hiicresel biiyiime ve proliferasyon i¢in gerekli olan protein sentezini diizenleyen iki
farkli ¢ok proteinli kompleks olusturabilir: mMTORC1 ve mTORC2 (Vivanco and Sawyers,
2002, Bhaskar and Hay, 2007, Lee and Hung, 2007 ). mTOR'un iki kompleksi, mMTORC1 ve
mTORC?2, hiicre biiylimesinde rol oynar (Wullschleger et al., 2006, Betz and Hall, 2013).
mTORC1; mTOR, Raptor, GBL (SEC13 proteini ile 6liimciil memeli protein 8) ve mTOR ile



etkilesime giren alan iceren protein (DEPTOR)'dan olusur ve kismen rapamisin tarafindan
inhibe edilir (Kim et al., 2002). Bu hiicresel mekanizma, hiicrenin g¢evresel kosullara
adaptasyonunda kritik bir rol oynayarak, besin ve biiyiime faktorlerinin varliginda hiicre
bliytimesini desteklerken, stres durumlarinda katabolik siiregleri aktive eder (Kim et al., 2003,

Fang et al., 2001).

MTOR sinyal yolu hiicre biiyilimesi, proliferasyonu ve hayatta kalmasi i¢in kritiktir ve
rapamisin, kanserin bu ayirt edici siireclerini inhibe eder. Bu sebeple kanser arastirmalarinda
siklikla kullanilan bir mTOR inhibitorii olan rapamisinin; kanser hiicrelerinde etkinliginin
artirllmasi iginyeni tedavi yaklagimlari iizerine arastirilmalar yapilmaktadir. Rapamisinin
meme hiicreleri dahil bir¢ok tiimdr hiicre hattinda biiylimeyi inhibe ettigi bilinmektedir (Seto,
2012). Rapamisin 6zellikle G1 fazindan S fazina geg¢is i¢in gerekli olan spesifik proteinlerin
sentezlenmesini etkileyen stireclerle iligkilidir. Bu miidahale, ge¢ G1 fazinda hiicre dongiisiiniin
S fazinin baslangicindan 6nce duraklamasina neden olur (Barbet ve ark., 1996). Rapamisin
tedavisinin androjen reseptorii (AR) protein seviyesini ylikselttigi gézlemlenmistir. Bu bulgu,
AR'nin mTOR sinyal yolu ile diizenlendigini ve rapamisinin bu yolag: inhibe ederek dolayli

yoldan AR seviyesini etkiledigini diisiindiirmektedir (Cinar et al., 2005).

1.1.6 Androjen Sinyali ve Meme Kanseri

Androjen sinyali, kas kiitlesi, kas giicli, kemik mineral yogunlugu, prostat biiyiimesi,
spermatogenez gibi erkek cinsel 6zelliklerinin gelisimi ve siirdiiriilmesi i¢in kritiktir. Aynm
zamanda kadin fizyolojisi ve liremesinde de ¢ok dnemli bir rol oynar. Androjen sinyali; prostat
kanseri, meme kanseri, diyabet, metabolik sendrom ve Alzheimer hastaligi gibi birgok
hastalikla iligkilendirilmistir (Jiang et al., 2009). Androjenin insan meme kanseri hiicrelerinde
hem in vitro (laboratuvar ortaminda) hem de in vivo (canl organizmalarda) proliferasyonu
inhibe ettigi bilinmektedir. Klinik gdzlemler ise, androjenlerin veya androjenik bilesiklerin
kadinlarda meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu (¢ogalmasini) baskiladig1 ve bdylece

tiimoriin biiyiime hizim1 azalttigini géstermektedir (Labrie ve ark., 1992).

AR, androjen sinyalinin énemli bir elemanidir. Androjen baglanmasi sonrast AR, saperon
proteinlerden ayrilarak lokalize oldugu sitoplazmadan cekirdege gecer ve androjen yanit
elementleri vasitasiyla androjen duyarli genlerin (androgen responsive genes- ARGQG)

transkripsiyonunu aktive eder. Bu sinyal yolaginin prostat kanserinde hiicre dongiisii
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reglilasyonu, DNA tamiri, kromatin organizasyonu, hiicre iskeleti reorganizasyonu ve hedef
genlerin transkripsiyonel diizenlenmesinde rol oynadigi bilinmektedir (Sekil 1.1)
(Venkadakrishnan et al., 2020). Son caligmalar, AR sinyalizasyonunun meme Kkanseri,
glioblastoma ve AR eksprese eden diger tiimor tiirlerinde de Onemli olabilecegini
gostermektedir (Schweizer and Yu, 2017). Prostat kanseri gibi meme kanseri de hormonal
olarak regiile edilmektedir. Uygulanan hormon tedavilerinin ¢ogu ER sinyalini baskilamaya
odaklanirken, son zamanlarda androjen sinyalinin de meme kanseri hiicrelerinin sagkaliminda

onemli bir regiilator oldugu anlasilmistir (Fioretti et al., 2014, Pietri et al., 2016).

AR, meme kanseri hastalarinin tedavisinde yeni bir belirte¢ ve potansiyel yeni bir terapdtik
hedef olarak ortaya ¢ikmaktadir (Nicolas Diaz-Chico et al., 2007). Meme kanserinde AR
ekspresyonu Ostrojen reseptorii-pozitif (ER+) hastalarda sagkalimla iligkili bulunmustur.
Ostrojen reseptorii-negatif (ER-) hastalara gére ER+ hastalarda AR’nin immiinoboyanmasinin
anlamli olarak daha fazla oldugu gosterilmistir (Peters et al., 2009). ER+ hastalarin ise AR+
olanlarinin AR- olanlarina gore daha iyi prognoza sahip olduklari bildirilmistir (Bozovic-
Spasojevic et al., 2017). Bu, 0strojen yanit elemanlarina (ERE) baglanma konusunda AR ve ER
arasindaki rekabet ve bunun sonucunda ER' ne bagli gen transkripsiyonunun bozulmasi ile

iligkilendirilmistir (Need et al., 2012).

Ortaya ¢ikan kanitlar, androjen sinyal yolunun meme kanseri patogenezinde rol oynadigini
gostermektedir. Androjen reseptor tabanl tedaviler arastirilmakta olup androjen duyarli genler
meme kanseri ¢alismalarinda incelenmektedir. TRIM36’nin androjen duyarli bir gen oldugu ve

prostat kanserinde anti-androjen ilaglarin etkinligini artirdig: bildirilmistir (Liang et al., 2018).

Meme kanseri literatiirlinde TRIM36 ile iliskili bir bilgiye rastlanmamais olup, yapilan tarama
sonucu Ozetlenen bu bilgiler 151831Inda  meme kanserogenezinde rolii olabilecegi

diistiniilmektedir.



Androjen

Androjen
yoksunlugu
tedavisi

&
AN

AR-hedef
(NTD, DBD) i ARi i i i | genleri

koregtilatorler

ol

2
g, rﬁ_k*

Kromatin F

Hicre i i
diizenlenmesi

déngisii \

regllasyonu

Alternatif
hedefler?

-

DNA tamiri l
Sitoiskeletal
yeniden

diizenlenmesi

Lononcs

Transkripsiyonel
regiilasyon

Sekil 1.1 AR sinyali (sol), AR'nin kinazlar ve fosfatazlar iizerindeki kontrolii ve etkilesimleri
yoluyla bazi hiicresel islemin diizenlenmesi (sag) (BioRender.com ile olusturuldu)
Venkadakrishnan et al., 2020).

1.2 UBIKUITINASYON

Ubikuitin, tiim Okaryotlarda 76 amino asit rezidiisii iceren yliksek oranda korunmus bir
proteindir. Farkli hiicre tiplerinde ifade edildigi i¢in (ubiquitous - her yerde) bu adi almistir.
Ubikuitinin karboksi terminalindeki glisin (Gly) rezidiisiiniin, kovalent bag ile hedef protein
tizerindeki lizin (K) amino asidinin e-amino grubuna konjugasyonu olarak bilinen
ubikuitinasyon, oOkaryotik hiicrelerde protein yikimiin baglica mekanizmasidir. 1975'te
ubikuitinin kesfedilmesinden bu yana (Goldstein et al., 1975), yapilan arastirmalar ubikuitin
sisteminin hiicre dongiisii, hiicre i¢i sinyalizasyon, DNA onarimi, protein kalite kontrolii ve
transkripsiyonel diizenlemede islev goren proteinlerin degradasyonunda 6nemli bir rol
oynadigini gostermistir. Ubikuitin konjugasyonu, E1 ubikuitin aktive edici enzim, E2 ubikuitin
konjugasyon enzimleri (ubikuitin tasiyict protein) ve E3 ubikuitin ligazlar ile katalize edilir

(Hershko et al., 1998, Kuang et al., 2013, Jacomin et al., 2018, Grumati & Dikic, 2018).
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Ubikuitin ilk olarak ATP’ye bagimli olarak insanda iki adet farkli E1 enzimleri tarafindan
aktive edilir. E1’in sistein (Cys) rezidiisii ile ubikuitinin karboksi terminalindeki glisin (Gly)
rezidiisi arasinda enerji bakimindan zengin olan tiyoester bagi olusur. Boylece ubikuitin
aktiflesmis olur. Aktif ubikuitin daha sonra yaklasik 38 farkli (insanlarda) ubikuitin konjuge
eden enzimden (E2) birinin aktif bolgesindeki sistein (Cys) rezidiisiine tiyoester bagi ile
baglanir ve E2 enzimine transfer edilmig olur. Daha sonra ubikuitinin spesifik bir hedef proteine
transferini saglamak i¢in bir ubikuitin ligaz (E3) hem E2’ye hem de hedef proteine baglanir. E3
enzimi aracilifiyla ubikuitinin glisin (Gly) rezidiisii ile hedef proteinin lizin (Lys) rezidiisii
arasinda bir izopeptid bagi olusur ve ubikuitin hedef proteine aktarilir, bdylece ubikuitinlenmis

protein olusur (Sekil 1.2) (Passmore & Barford, 2004, Haas & Rose, 1982, Haas et al., 1982).
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Sekil 1.2 Ubikuitin-Proteazom Sistemi (Hatakeyama (2017)’dan uyarlanmastir).

Bir tane ubikuitin baglanmis olan hedef proteine bir¢ok ubikuitin baglanmasiyla ubikuitin
zinciri olusur ve bu zincir proteinin yikimi i¢in bir sinyal goérevi goriir. Deneysel kanitlarin
cogu, zincirlerin substrata bagli ubikuitinden baslayarak sirayla olusturuldugunu
gostermektedir, ancak zincirlerin E2 veya E3 iizerinde olusturulduguna ve substratlara blok
halinde aktarildigina dair kanitlar da vardir (Bazirgan ve Hampton, 2008; Li vd., 2007; Ravid
ve Hochstrasser, 2007; Wang ve Pickart, 2005). Zincir olusumu ubikuitin iizerindeki yedi i¢

11



lizin rezidiisii veya N terminusu araciligiyla gergeklesebilir (Vijay-Kumar vd., 1987; Behrends

ve Harper, 2011; Clague ve Urbe, 2010).

Proteinler monoubikuitinlenebildigi gibi birden ¢ok bolgeye ubikuitin baglanmasi ile multi-
monoubikuitinlenebilir ya da bir bolgeye bir ubikuitin zincirinin baglanmasiyla
poliubikuitinlenebilir. Ubikuitin modifikasyonunun tiirii, ubikuitin reseptorleri ve hedef protein
tizerindeki ubikuitin zincirlerini kaldiran veya kesen ~100 farkli deubikuitinasyon enziminin
(DUB) karsit etkisi gibi diger faktdrlerle birlikte modifikasyonun islevini belirler. Ornegin
monoubikuitinasyon, proteinin hiicre i¢i yerlesimi veya aktivitesini degistirebilirken,
poliubikuitinasyon genellikle proteinin proteazom tarafindan taninarak yikima gonderilmesini
saglar. Bu mekanizma, hiicredeki hatali veya hasar gérmiis proteinlerin temizlenmesi, protein
kalitesinin kontrolii ve ¢esitli hiicresel siireclerin diizenlenmesi agisindan hayati 6neme sahiptir.
Ubikuitinasyon ve deubikuitinasyon siireglerindeki aksakliklar, kanser, ndrodejeneratif
hastaliklar ve metabolik bozukluklar gibi ¢esitli hastaliklarla iligkilendirilmistir. Sonug olarak,
ubikuitin-proteazom sistemi, proteinlerin Omriinii ve islevini diizenleyerek hiicresel

homeostazin korunmasina yardimci olur.

1.3 E3 UBIKUITIN LIGAZLAR

Proteinler, E3’ler ile katalize edilen ¢oklu ubikuitin zincirleri olusturmak iizere ek ubikuitinler
eklenerek yikim i¢in isaretlenebilirler (Cooper ve Hausman, 2009). Ubikuitin molekiilii, yedi
dahili lizin (K6, K11, K27, K29, K33, K48 ve K63) veya ilk metiyonin (M1) iizerinden
ubikuitinlenir ve poliubikuitin zincirleri olusturur (Sasaki et al., 2015). Bu sekilde ¢ok sayida
ubikuitin eklenmis proteinler proteazom adi verilen ¢ok birimli proteaz kompleksi tarafindan
taninir ve yikilirlar (Cooper ve Hausman, 2009). Proteazom aracili degradasyonu takip edecek
olan K11 veya K48’e bagli ubikuitin zincirinin proteolitik fonksiyonuna ek olarak, son
zamanlarda poliubikuitinasyonun proteolitik olmayan fonksiyonlar bildirilmistir. K63’e bagl
ubikuitin zinciri ve M1 (dogrusal)’e bagli ubikuitin zincirleri gibi ubikuitin zincirlerinin
proteolitik olmayan fonksiyonlar1 bildirilmistir. Bu fonksiyonlar arasinda immiinolojik
sinyalizasyonda protein kinaz aktivasyonu, membran trafigi, DNA onarimi, hiicre dongiisii
diizenlenmesi, protein lokalizasyonu ve aktivitelerinin diizenlenmesi, otofaji, apoptoz ve kanser

olusumu bulunur (Sasaki et al., 2015).
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E3 ubikuitin ligazlar1, hedef proteinlerin taninmasindan dogrudan sorumludur ve sayilar1 E1 ve
E2 enzimlerine kiyasla oldukea fazladir (insanlarda 600-1000). Domain &zelliklerine gore, E3
ubikuitin ligazlar 4 aileye siniflandirilmistir: E6-AP COOH terminus homologu (HECT) ailesi,
U-Box alani igeren protein ailesi, RING-parmak igeren protein ailesi ve RBR E3’ler
(Hatakeyama, 2017, Yang et al., 2021). E3 ligazlarin biiyiik ¢ogunlugu, gergekten ilging yeni
gen (Really Interensting New Gene - RING) ve RING ile iliskili E3'ler grubuna aittir (Deshaies
ve Joazeiro, 2009).

RING parmag kiiglik bir ¢inko baglama alani olup birgok farkli proteinde bulunmaktadir.
Caligmalar bu domainin E2 ubikuitin konjugasyon enzimleriyle etkilesime girerek
ubikuitinasyonu tesvik edebilecegini gostermistir. Bunun yanisira RING parmagi igeren
herhangi bir proteinin E3 ubikuitin ligaz olarak rol alabilecegi diisiiniilmektedir (Saurin et al.,
1996). RING'ler, E2 enzimlerinin baglanabilmesi i¢in iki Zn** iyonunu ¢apraz destekli bir
diizende koordine eder. Kanonik RING'in temel dizi ifadesi Cys-X2-Cys-X(9-39)-Cys-X(1-3)-
His- X(2-3)-Cys-X2-Cys-X(4-48)-Cys-X2-Cys'dir (X herhangi bir amino asittir). RING
domainlerinin li¢ boyutlu yapisi; korunmus sistein ve histidin rezidiilerinin, bu domainin
¢ekirdegine gomildiigiinii ve burada iki ¢inko atomunu baglayarak genel yapiy1 korumaya
yardimci oldugunu gostermektedir. RING proteinlerinde bu alanla beraber ¢esitli korunmus
motifler de gézlenmistir. Bu motiflerin kompozisyonlari g6z 6niine alinarak RING proteinleri
alt ailelere ayrilmistir. En biiyiik alt aile olan TRIM/RBCC, insanlarda ~80 temsilciye sahiptir
ve bir/iki B box ve bir sarmal bobinin varlig1 ile karakterize edilir (Meroni & Diez-Roux 2005,

Sardiello et al., 2008).

1.3.1 TRIM Protein Ailesi

TRIM (tripartite motif family — ticlii motif ailesi) ailesi proteinleri, hiicrelerde hiicre ici
sinyalizasyon, transkripsiyon, otofaji, dogal bagisiklik, hiicre dongiisii ilerlemesi, DNA onarimi
ve karsinogenez gibi bir¢ok farkl: siiregte role sahiptir degisimleri nérodejeneratif hastaliklar,
gelisimsel bozukluklar ve kanser gibi patolojik durumlarla iliskilendirilmistir. Yaklagik olarak
80 farkli TRIM proteininin varlig1 bilinmektedir (Hatakeyama, 2017). TRIM ailesi proteinleri
bir RING domaini, bir veya iki B box domaini, bir sarmal bobin (coiled coil) domaini ve bir
degisken C-terminal domaini ile karakterize edilir (Reymond et al., 2001). Bu domainler
araciligiyla bir¢ok hiicresel proteinle etkilesimde bulunduklari veya homodimer olusturduklari

bilinmektedir (Hatakeyama, 2017). Ayrica TRIM proteinlerinin C terminalinde de TRIM alt
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ailelerinde farkli olmak tizere spesifik domainleri vardir: COS alani, fibronektin tip III tekrar
(FNII), PRY alani, SPRY alani, asit bakimidan zengin bolge (ACID), filamin tipi IG alan
(FIL), NHL alani, PHD alani, bromodomain (BROMO), Meprin ve TRAF-homoloji alanm
(MATH), ADP-ribosilasyon faktorii aile alan1 (ARF) ve transmembran bolgesi (TM) (Sekil 1.3)
(Short ve Cox, 2006).

PRY-SPRY/RFP-like

— - NHL Tekrarlari

UcLU MOTIF
R 31 B2 cc C-ucu domaini .

[ MATH ] MATH

[ [ ma [ eavserr | Cos-FN3-PRY-SPRY

| 1GF ] NHL repeats ] IGF-NHL Tekrarlan

Sekil 1.3 TRIM Ailesi Proteinlerinin Domainleri (Napolitano et al., 2011°den uyarlanmistir).

RING domaini nispeten kisadir (iki ¢inko iyonunu koordine eden sistein agisindan zengin
motif) ve bu dizi fonksiyonel olarak ¢esitli proteinlerde bulunur (Borden ve Freemont, 1996).
Histidin ve sisteinden zengin RING finger, ubikuitinin bir E2 konjiige enziminden belirli bir
hedef substrata transferine aracilik eden ve bunu yaparken siklikla proteazom tarafindan imha
edilecek substrati hedefleyen E3 ubikuitin ligaz aktivitesine sahiptir (Xu et al., 2003). Birkag
TRIM proteininin de RING domaini iizerinden kendi kendini ubikuitine ettigi gosterilmistir
(Duan et al., 2008; Huang et al., 2013; Yamauchi et al., 2008). RING domaininden yoksun bazi
TRIM proteinleri vardir. Ornegin; TRIM16' nin B-box domaini araciligiyla E3 ubikuitin ligaz
aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir (Hatakeyama, 2017).

RING domaininin hemen downstreami, protein-protein etkilesimlerine aracilik eden baska bir
¢inko baglayict motif olan B-kutusu (B-box)’dur. RING finger’a yapisal ve fonksiyonel
benzerligi gbz Oniine alindiginda, iki domainin nispeten yakin bir zamanda ortak bir atadan

ayrildigi one siirlilmiistiir (Massiah et al., 2007). Histidin, sistein ve aspartik asitten
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zenginlerdir. B-boxlar iki ¢eside sahiptir: tim TRIM proteinlerinde bulunan tip 2 B-box (B2)
ve yaridan daha az miktarda bulunan tip 1 (B1). Islevleri tam olarak anlasilamamuistir. Ancak
B2, T5a'da bulunan tek B-box motifi olup, burada TS5 dimerlerinin yiiksek dereceli
oligomerizasyonunun bir supramolekiile birlesmesine aracilik ettigi bilinmektedir (Li and
Sodroski, 2008). Ayrica TRIM21’in otoinhibisyonunda rol aldig1 gosterilmistir (Dickson et al.,
2018).

Sarmal bobin (coiled-coil, CC) motifi, yaklasik 100 aminoasit iceren ve tim TRIM ailesi
tiyelerinde B-box’1 takip eden yiiksek oranda o —helical bir bolgedir. Bu alan her zaman
hidrofobik rezidiiler (6zellikle 16sin) agisindan zengin olmasma ragmen, CC'lerin primer
dizisinin farkli TRIM'ler arasinda korunmuslugu diisiiktiir (Goldstone vd., 2014). Bu bolge
diger CC igeren proteinlerle oligomerizasyon olusumuyla iliskilendirilmistir (Reymond et al.,

2001).

TRIM proteinleri, C terminal alanlarina dayanarak tek basima veya kombinasyon halinde 10
farkli motiften herhangi birini icerebilen 11 farkli alt gruba ayrilir (Ozato et al., 2008,). C-
terminal alan1 substrat alimin1 kolaylastirir, fakat ilave rollerinin olabilecegi de
diistiniilmektedir. Bunlarla beraber RING domaini bulunmayan TRIM’ler de tanimlanmis olup

ayr1 bir sinif altinda incelenmektedir (Sekil 1.4) (Hatakemaya, 2017).
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1.3.2 TRIM Proteinlerinin Fonksiyonlar:

TRIM ailesi proteinlerinin hiicre i¢i sinyalizasyon, transkripsiyon, otofaji, dogal bagisiklik,
hiicre dongiisii, DNA onarimi ve karsinogenez dahil olmak {izere birgok 6nemli hiicresel siirecte

farkli roller uistlendikleri bilinmektedir.

TRIM proteinlerinden bazilarinin otofajinin diizenlenmesinde goérev aldigi gosterilmistir.
TRIMS5/MuRF2, p62 ile etkilesime girdigi gosterilen ilk TRIM proteinidir ve kas
proteinlerinin yenilenme siirecinde rol oynar (Perera et al., 2011). TRIM ailesinin birkag
tiyesinin ULK1 ve Beclinl ile etkileserek otofaji indiiksiyonunu destekledigi gosterilmistir
(Fusco et al., 2018). TRIMS5a gibi otofajiyi tesvik eden TRIM'lerin aksine, TRIM17 cesitli
secici otofaji hedeflerini bozulmaya kars1 korur. Bununla birlikte, TRIM17 ayn1 zamanda oto-
antikorlarin ortadan kaldirilmasina da katkida bulunur, bu nedenle hedefe bagli olarak otofajiyi

pozitif veya negatif olarak diizenler (Mandell et al., 2016).

TRIM proteinlerinin ubikuitinasyonu, otofaji ile iliskili siireclerdeki etkinliklerini dogrudan
etkileyerek, bu proteinlerin hiicresel homeostazin korunmasindaki ve stres yanitindaki
islevlerini diizenler. TRIM13, endoplazmik retikulum zarinda bulunan ve zar boyunca uzanan
bir proteindir. Ayrica, ubikuitin aracili bir mekanizma ile ¢alisan ve endoplazmik retikulumun
belirli boliimlerinin otofaji yoluyla parcalanmasinda gorev alan bir ER-faji (endoplazmik
retikulum-faji) reseptorii olarak islev gorir (Ji et al.,, 2019). TRIM13, K63 baglantili
ubikuitilasyon ile modifiye edildiginde, bu protein p62 adl1 bagka bir adaptér proteiniyle birlesir
ve TRIM13-p62 kompleksi oligomerizasyona ugrar. Oligomerlesen kompleksler ER bdlmeleri
ile birlikte ayrilir ve otofagozomlara hedeflenir (Ji et al., 2019). Otofagozomlar hiicre i¢indeki

atiklar1 lizozomlara tasir ve burada yikilir.

TRIM32, atrofik kosullarda kas otofajisi i¢in BECN1 tarafindan diizenlenen otofaji proteini 1
(AMBRAT) ve ULKI'de aktive edici molekiilii baglayarak rol oynar ve K63'e bagh
poliubikuitin yoluyla ULK1 aktivitesini uyarir. (Di Rienzo et al., 2019).

TRIM proteinleri dogal bagisiklikta da onemli rol oynamaktadir. Yapilan caligmalarda
tanimlanan TRIM proteinlerinin neredeyse yarisinin dogal bagisiklik tepkilerini artirdig:
gosterilmistir, ancak TRIM'lerin bagisiklik sinyali sirasinda olumsuz diizenleyici rollerinin

oldugu da tespit edilmistir (Versteeg, et al., 2013, Wynne, et al., 2014). TRIMS52, NF-kB
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sinyalini etkinlestirir ve bu etkinlestirme RING domainine baglidir. Ayrica TRIMS2
ekspresyonu, timor nekroz faktorii o (TNFa) ve interlokin 1b (IL-1b) ekspresyonu ile
indiiklenir. (Fan et al., 2017). TRIM38, TNFR ile iligkili faktor 6 (TRAF6) ile etkilesime girer
ve K48'e bagl poliubikiitilasyonu ve dolayisiyla TRAF6'nin proteazomal degradasyonunu
destekler (Zhao et al., 2012). TRIM7, TLR4 aracili sinyalin pozitif bir regiilatorii olarak islev
goriirken (Lu et al., 2019), TRIMO tip I interferon (IFN) sinyallemesinin pozitif bir regiilatorii
ve NF-kB aktivasyonunun negatif bir regiilatoriidiir. (Qin et al., 2016; Shi et al., 2014).

TRIM proteinleri; kanser, bulasici hastaliklar, gelisimsel hastaliklar ve noropsikiyatrik
bozukluklar gibi ¢esitli hastaliklarla iligkilidir (Watanabe and Hatakeyama, 2017). Birgok
TRIM proteininin hem tiimdr baskilayicilar1 hem de onkogenler olarak kanserlerde ¢ok yonlii

rolleri vardir (Cizelge 1).

Cizelge 1.1 TRIM ailesine ait bazi1 genler ve bu genlerin farkli kanser tiirlerinde ugradiklar
degisimler (Hatakeyama 2011).

Gen Kanser Tipi Degisim
TRIMS Glioblastoma Heterozigozite kaybi/delesyon
Larinks kanseri Nodal metastaz ilerlemesi ile
korelasyon
TRIM19 Akut promiyelositik [6semi Kromozomal translokasyon
(RARA)
TRIM24 Papiller tiroit kanseri Kromozomal translokasyon
(MTC1)
Karaciger kanseri Kromozomal translokasyon
(BRAF)
Meme kanseri Artmis gen ekspresyonu
TRIM25 Ovaryum kanseri Artmis gen ekspresyonu
Meme kanseri Erken teshiste zorluk
Endometriyal kanser Azalmis gen ekspresyonu
TRIM27 Lenfoma Kromozomal translokasyon
(RET)
Meme kanseri Artmis gen ekspresyonu
TRIM29 Akciger kanseri Artmis gen ekspresyonu
Mesane kanseri Artmis gen ekspresyonu
Kolon kanseri Artmis gen ekspresyonu
Ovaryum kanseri Artmis gen ekspresyonu
Endometriyal kanser Artmis gen ekspresyonu
Meme kanseri Azalmis gen ekspresyonu
Mide kanseri Artmis gen ekspresyonu
TRIM33 Kronik miyelomonositik Idsemi | Azalmis gen ekspresyonu
TRIMA40 Kolon kanseri Azalmis gen ekspresyonu
TRIM68 Prostat kanseri Artmis gen ekspresyonu
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TRIM19'un translokasyonu akut promiyelositik [6semi (APL) patogenezinde yer alir. (Goddard
et al., 1991). TRIM24, prostat kanseri hiicrelerinde hiicre biiyiimesini destekleyen ve mide
kanseri ve hepatoselliiler karsinomda bir proliferasyon regiilatorii olarak rol oynayan onkojenik
bir transkripsiyon aktivatoriidiir. (Fang et al., 2017b; Groner et al., 2016). TRIM28'in over
kanserinde tiimor olusumu (Hu et al.., 2015) diizenlenmesinde rol oynadigi bildirilmistir.
Ayrica TRIM28, B hiicreli Hodgkin olmayan lenfomada (B-NHL) tiimor gelisimini tesvik edici
bir islev gérdiigli de gosterilmistir (Zhang et al., 2018). TRIM22 ve TRIM24 degradasyon i¢in
p53'i hedefler (Appikonda et al., 2016; Obad et al., 2004), TRIM13 asir1 ekspresyonu p53'iin
stabilizasyonuna ve ardindan apoptozun indiiksiyonuna neden olur (Joo et al., 2011). TRIM29,
Wnt / B-katenin sinyal yolunu diizenler ve mide kanserinde bir onkogen gorevi goriir (Qiu et
al., 2015), TRIMS8 glioma dokularinda asag: regiile edilir ve aktiflestirilmis STAT (PIAS3)
Protein inhibitorleriyle etkileserek onlar1 negatif olarak diizenler. (Micale et al., 2015; Okumura

et al.,2010).

Bazi TRIM proteinleri hiicre biiylimesi ve hiicre dongiisii asamalarinin kontoliinde 6nemli roller
iistlenmektedir. Yapilan c¢alismalarda goriilmiistiir ki; cogu TRIM proteini susturulmasi
GO0/G1'deki hiicrelerin yiizdesinin artmast ve S veya G2-M fazlarindaki hiicrelerin
fraksiyonunun azalmasmna yol agmaktadir. Ozellikle TRIMS, TRIM14, TRIM27, TRIM28,
TRIM29, TRIMS52, TRIMS59, TRIM66 ve TRIM68 ifade edilmemesi veya susturulmasi hiicre
dongiisiiniin durmasina yol agmistir (Caratozzolo et al., 2012, Zhan et al., 2015, Chen et al.,
2015, Qi et al., 2016, Xu et al., 2016, Airken et al., 2017, Tan et al., 2017, Liu et al., 2017,
Benke et al., 2018, Zhang et al., 2018, Venuto et al., 2019, Mu et al., 2019). TRIM proteinleri;
hiicre dongiisii ve proliferasyonu i¢in 6nemli rollere sahip p53 gibi proteinler, JAK/STAT gibi
sinyal yolaklar1 iizerinde etkilidir. Hiicre dongiisii diizensizligi, kontrol noktalarindaki
bozukluklar DNA onarimimin etkinligini azaltarak kromozomal instabiliteye yol acabilir.
Dolayisiyla hiicre dongiisii bozukluklar1 kanser gelisimine ve ilerlemesine sebep olabilir. Mitoz
boliinme esnasinda kardes kromatidlerin ayrilmasimi saglayan, mikrotiibiillerin hatali
baglanmasini dnleyen kinetokor proteinlerinin proteolizini diizenleyen dolayisiyla kromozom
ayrilmasinda ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan TRIM proteinlerinden

biri TRIM36’dir (Miyajima et al., 2009).
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1.3.3 TRIM36 / HAPRIN (Androjen Duyarh Gen)

TRIM36 5g22.3 bolgesinde lokalize 55 kb genomik diziden (10 ekzon igerir) sentezlenen, C-I
TRIM alt ailesine ait bir RBCC (RING, B-box, Coiled Coil) proteinidir. Ilk olarak 2001 y1linda
tanimlanan TRIM36 (Reymond et al., 2001); 2004 yilinda Balint ve ark. tarafindan klonlanmis
ve karakterize edilmistir. Bu ¢aligmaya gore 728 aminoasitten olusan TRIM36 proteini bir
RING finger, iki B-box, bir coiled-coil domaini, bir fibronektin tip III motifi ve bir C terminal
domaininden olugmaktadir (Sekil 1.5). Bu protein muhtemel bir niiklear lokalizasyon sinyali

icermesine ragmen sadece sitoplazmada bulundugu goriilmiistiir (Balint et al., 2004).

Bunlarin yan1 sira ayni calismada TRIM36 ekspresyonunun testis, prostat ve beyin dokularinda
yiiksek oldugu, bobrek, akciger ve kalpte ise diisiik oldugu bulunmustur. Bir¢ok hiicrede
sentezlenmesine ragmen mitotik hiicrelerde TRIM36’nin bulunmadig1 gézlenmistir (Balint et
al., 2004). TRIM36’nin homodimerizasyonu ve mikrotiibiillerle iliskili oldugu bildirilmistir
(Short and Cox, 2006). 2009 yilindaki bir ¢alismada ise; TRIM36'nin asir1 ekspresyonunun
hiicre dongiisiinii yavaslattig1 ve hiicre biiylimesini siirladig1 goézlenmistir. (Miyajima et al.,

2009).

3 63-208 278.298% Y 175-466 451676 7
S m

Sekil 1.5 TRIM36’nin kromozomal lokalizasyonu, gen ve proteinini sematize edilmis
goriintlisti (URL-1).

2017 yilinda yapilan bir caligmada akraba evliliklerinden dogan ve anensetalisi olan 20 haftalik

bir fetiiste TRIM36 geninde homozigot missense mutasyon tespit edilmistir. Mutasyonun

hiicresel transfeksiyonu veya TRIM36’nin siRNA kullanilarak susturulmasi kontrollere

kiyasla; bozulmus mikrotiibiiller, diizensiz igler, gevsek diizenlenmis kromozomlar, anormal
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hiicre bdliinmesi, azalmis hiicre proliferasyonu ve artmis apoptoza yol agmistir. Arastirmacilar
mutant TRIM36'nin ndéral tiip olusumu sirasinda noral hiicre proliferasyonunu olumsuz

etkileyerek anensefaliye yol actig1 sonucuna varmistir (Singh et al., 2017).

HeLa ve LN229 hiicre hatlarinda TRIM36'nin susturulmasi, mikrotiibiillerin bozulmasina ve
diizensiz mitotik iglere yol acar (Singh et al, 2017). Ig iizerindeki etkiler, hiicre
proliferasyonunun azalmasi ve apoptozun artmasiyla iliskilendirilebilir. Buna karsilik, eksojen
TRIM36 ifade edildiginde bu durumun tersinin gézlemlendigi rapor edilmistir (Singh ve ark.,
2017). Bununla birlikte, bagka bir ¢alismada NIH3T3'te TRIM36 asir1 ekspresyonunu takiben
hiicre biiyiime hizinda belirgin bir azalma oldugu rapor edilmistir. Bu ¢alismada TRIM36'nin
mitozdaki rolii, kromozom ayriminda 6nemli bir rol oynayan kinetokor proteinlerinden biri olan
CENP-H ile etkilesimi ile acgiklanmistir (Miyajima et al., 2009). TRIM36, mikrotiibiil
proteinlerinden biri olan tiibiilin ile kolokalize oldugu i¢in mikrotiibiil yapistyla spesifik olarak
iligkilidir ve yeni bir spesifik sentromer protein-H (CENP-H) baglayici protein olarak
tanimlanmistir. TRIM36, CENP-H'yi dogrudan ubikitinlestirmez ve parcalamaz, ancak CENP-
H ile iligkili proteinlerin proteolizine dahil olabilir (Miyajima et al., 2009). CENP-H, dis
kinetokorun montajin1 yonlendirmede merkezi bir role sahip olan ve kinetokorlara gomiili
mikrotiibiillerin dinamiklerini diizenleyen bir sentromer proteinidir (Hu et al., 2019). CENP-H
aberan ekspresyonu kromozomun yanlig toplanmasina neden olur ve kanserlerde siklikla
gozlenen kromozomal instabilitesinde dnemli bir rol oynar (Matson et al., 2012, Tomonaga et
al., 2005). TRIM36'n asir1 eksprese edilmesi, hiicre dongiisiinii yavaslatarak ve CENP-H'nin
sentromerlere taginmasini engelleyerek hiicre biiylimesini baskilar. Bu bulgu, TRIM36'nin
kinetokor proteinlerinin kontroliinde rol oynadigim1 ve bunun kromozomal instabilite ile
karsinogenez lizerindeki etkileriyle baglantili olabilecegini gostermektedir (Miyajima ve ark.,

2009).

TRIM36’nin prostat kanserinde ekspresyon seviyesi yliksek olarak bulunmus ve kanserogenez
ile iligkili olabilecegi diisliniilmektedir (Balint et al., 2004). Ancak ilging olarak 2018 yilinda
TRIM36 seviyesinin yiiksek ekspresyonunun prostat kanserinde olumlu prognozla iliskili
oldugu ve hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir. Bunun yani sira
apoptozu da tesvik eden TRIM36’nin tiimdr baskilayict bir gorevi oldugu ileri siiriilmiistiir
(Kimura et al., 2018). Ayn1 y1l yayinlanan baska bir ¢aligmada TRIM36’nin prostat kanseri
dokularinda yiiksek seviyede bulundugu goézlenmistir. Bununla birlikte sagkalim ve timor

gelisimi i¢in kritik bir role sahip MAPK/ERK fosforilasyon yolagini inhibe ettigi gosterilmistir
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(Liang et al., 2018). TRIM36 ekspresyon seviyesinin; kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
ve 6zofagus kanserinde saglikli kontrollere oranla daha diisiik oldugu bulunmustur (Zhan et al.,
2015, Zhang et al., 2020). Ayrica insan noroblastoma hastalar1 arasinda, daha agresif seyirli
olanlarda TRIM36’nin hipermetile oldugu ve diisiik ekspresyona sahip oldugu bildirilmistir
(Olsson et al., 2016).

2022 yilinda yapilan bir g¢alismada TRIM36'min glikolizle iliskili protein HK2'nin
ekspresyonunu ve prostat kanserinde ndéroendokrin farklilasmasini diizenleyerek glikolizi
etkileyebilecegini ve bu diizenleyici mekanizmanin glikolitik inhibitorler ve HK2 inhibitorleri

tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir (Zhao et al., 2022).
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BOLUM 2

GEREC VE YONTEM

2.1 GEREC

2.1.1 Ekipmanlar

Buzdolab1 (Altus)

Buzdolab1 (Bosch)

CO>’li Inkiibatér (Niive EC160)

Derin Dondurucu (Bosch)

Dikey Elektroforez Sistemi (Biorad)

Dondurucu -80 °C (Niive)

Giic kaynagi (Biorad)

Hassas Terazi (Rad-Wag)

Inverted Mikroskop (euromex)

Manyetik Karistirict (Niive MK 418)

Mikropipet seti (Sartorius)

Mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific Multiskan™ Sky, Cat. No. 51119600DP)
Mikrosantrifiij (Beckman Coulter Microfuge 22R Centrifuge)
Minisantrifiij (Isolab)

Otoklav (Niive)
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pH Metre (Hanna Instruments)

Real-time PCR Cihaz1 (BIO-RAD CFX96)
Steril kabin (Niive MN120)

Su banyosu (Niive NB9)

Termal Blok (Inovia UHB-1)

Thoma lam1 (Marienfeld)

Vorteks (Weightlab WN-2800)

Western Blot Transfer Sistemi (Biorad)

2.1.2 Kimyasallar ve Kitler

Akrilamid/Bisakrilamid %30 (Biorad)

Amonyum persiilfat (Sigma Aldrich)

Anti-GAPDH (FineTest GAPDH Antibody, Cat. No. FNab03343)
Anti-TRIM36 (Santa Cruz TRIM36 Antibody (SS-03): sc-100881)
Asetik asit (MERCK)

Bradford Reagent 5X (SERVA)

Bromofenol mavisi (MERCK)

BSA (Sigma Aldrich)

cDNA Sentez Kiti (cDNA Synthesis Kit with RNase Inh. (High Capacity) (A.B.T.™))
DMEM (gibco)

DMSO (Sigma Aldrich)

Etanol (Isolab)

FBS (gibco)
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Glisin (Sigma Aldrich)
Izopropanol (Kimyalab)
Kristal viyole (MERCK)

Kromojenik Western Blot Kiti (WesternBreeze® Chromogenic Western Blot Immunodetection

Kit, Cat. No. WB7103)

L-glutamin (gibco)

Metanol (MERCK)

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) (SERVA)
PBS (gibco)

Penisilin/Streptomisin (gibco)

Proteaz inhibitor kokteyli (SERVA)

Protein ladder (GeneDireX)

Rapamisin (LC Laboratories)

RIPA Buffer (SERVA)

PureLinkTM RNA Mini Kit (invitrogen by Thermo Fisher Scientific)

Scrambled Kontrol siRNA (DharmaconTM ON-TARGETPIlus Non-Targetting Control siRNA
D-001810-02-05)

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma Alrich)

siRNA Transfeksiyon Ajan1 (siRNA transfection reagent, Santa Cruz sc-29528)
SYBR Green Kit (2X qPCR SYBR-Green MasterMix (without ROX) (A.B.T.T™™))
TEMED (N, N, N, N'-Tetramethylethylenediamine) (Sigma Alrich)

TRIM36 siRNA (Santa Cruz Biotechnology sc-91989)

Tripan mavisi soliisyon (gibco)

Tripsin-EDTA (gibco)
25



Tris base (Sigma Aldrich)
TRIzol™ (Thermo Fisher Scientific)

2-merkaptoetanol (MERCK)

2.1.3 Besiyeri ve Soliisyonlar

%10 Serumlu Besiyeri (Tamamlanmis besiyeri)
445 ml DMEM (high glucose, +L Glutamine)
50 ml 10X FBS

5 ml 100X penisilin/streptomisin

Dondurma Besiyeri
1 ml DMSO

9 ml %10 serumlu medyum

MTT Soliisyonu
5 mg MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide)

1 ml 1X PBS

Rapamisin Stok Soliisyonu (54,694 mM)
50 mg Rapamisin
1 ml DMSQO’da ¢oziiliir.

(Rapamisin soliisyonu hazirlandiktan sonra -20°C’de 3 ay saklanabilir.)

%10 SDS Soliisyonu
10 g SDS

Ultra saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.
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%10 APS Soliisyonu
10 g amonyum persiilfat
Ultra saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.

(APS soliisyonu taze hazirlanmalidir, 4°C’de 2 hafta saklanabilir.)

%0,5 Krisal Viyole Soliisyonu
0,5 g kristal viyole

100 ml %25 metanol ile ¢oziiliir.

4X Laemmli Yiikleme Tamponu
4 ml gliserol

2,4 ml Tris-HCI (1M, pH6,8)

0,8 g SDS

4 mg bromofenol mavisi

0,5 ml 2-merkaptoetanol

3,1 ml ultra saf su

%12 Ayirma Jeli

3,86 ml Ultra saf su

3,05 ml %30 Akrilamid:Bisakrilamid Soliisyonu
3 ml Tris-HCI (1,5M pH 8,8)

120 pl %10 SDS

120 pl %10 APS

12 pl TEMED

%S5 Yiikleme Jeli
2,92 ml Ultra saf su
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540 pl %30 Akrilamid:Bisaakrilamid Soliisyonu
500 pl Tris-HCI (0,5M pH 6,8)

40 pl %10 SDS

40 pl %10 APS

4 ul TEMED

10X Elektroforez Yiiriitme Tamponu
30,3 g Tris base

144 g Glisin

10 g SDS

Ultra saf su ile 1000ml’ye tamamlanir.

10X Transfer Tamponu

30,29 g Tris base

144,1 g Glisin

Ultra saf su ile 1000ml’ye tamamlanir.

(1X* e seyreltirken 200 ml metanol, 100 ml 10X Transfer Tamponu, 700 ml ultra saf su
karistirilir.)

Kromojenik Western Blot Kiti — Bloklama soliisyonu
14 ml Ultra saf su
4 ml Diluent A

2 ml Diluent B

Kromojenik Western Blot Kiti — Antikor yikama soliisyonu
150 ml Ultra saf su

10 ml 16X Wash Soliisyonu
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Primer Antikor Soliisyonu

10 ml Bloklama Soliisyonu i¢inde iiretici firmanin talimatina gore hazirlanir.

2.1.4 Doku Ornekleri

Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali’nda meme
kanseri tanis1 alan ve mastektomi endikasyonu olan hastalardan onaylar1 dahilinde; mastektomi
sonrasinda ince igne aspirasyon biyopsisi ile timoér dokusundan ve en az 5 cm uzakliktaki
normal dokudan (yaklasik 50 mg agirhiginda) alinmistir. Dokular TRIzol™ (Thermo Fisher

Scientific) icerisine alinmig, RNA izolasyonu yapilana kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.

2.1.5 Hiicre Hatlan

MCEF-7 (ATCC HTB-22, ER+ PR+ HER2-) ve MDA-MB-231 (ATCC HTB-26, ER- PR-
HER2-) insan meme kanseri hiicre hatlar1, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi T1bbi

Biyoloji Anabilim Dal1 6gretim iiyesi Prof. Dr. Figen Celep Eyilipoglu’ndan temin edilmistir.

2.2 YONTEM

2.2.1 Dokulardan RNA izolasyonu

Dokudan RNA izolasyon kiti PureLink™ RNA Mini Kit (invitrogen by Thermo Fisher
Scientific, Cat. No: 12183018A) kullanilarak RNA izolasyonu yapilmistir. RNA i1zolasyonu

tireticinin asagida belirtilen yonergelerine uygun olarak gerceklestirilmistir:

v Dokular tartilir, her 30 mg doku i¢in 0,6 ml Lysis Buffer deney tiiplerine aktarilir ve
doku icine konur (Her 1 ml Lysis Buffer’a 10 ul 2-merkaptoetanol eklenmelidir. Taze
hazirlanmalidir).

v Doku mekanik homojenizator yardimiyla 30-40 sn boyunca tamamen pargalanana kadar
homojenize edilir. Daha sonra 2600 g’de 5 dk santrifiijlenir.

v' Siipernatant yeni bir tiipe aktarilir. Siipernatant hacmi kadar hacimde %70 etanol tiipe

eklenir. Karistm homojen olana kadar vortekslenir.
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v Karigimm 700 pl’si spin kolona aktarihir. 12000 g’de 15 sn santrifiijlenir. Toplama
tiipline akan s1v1 faz atilarak tiip kolona geri takilir. Bu adim biitiin homojenat bitene
kadar tekrarlanir.

v Spin kolona 700 ul Wash Buffer I eklenir. 12000 g’de 15 sn santrifiijlenir. Toplama
tiipli akan s1v1 faz ile birlikte atilir. Kolona yeni toplama tiipii takilir.

v 500 pl Wash Buffer II kolona eklenir (Wash Buffer II sisesine kullanmadan dnce 60 ml
%96-100’1iik etanol eklenmelidir.). 12000 g’de 15 sn santrifiijlenir. Toplama tiipiine
akan s1v1 faz atilarak tiip kolona geri takilir. Bu adim 1 kere tekrarlanir.

v" Membranin kurumasi igin 12000 g’de 1 dk santrifiijlenir. Toplama tiipii atilir. Kolon
RNaz-free bir ependorf tiipiine yerlestirilir.

v Kolonun merkezine 30-100 ul RNaz-free su eklenir. >12000 g’de 2 dk santrifiijlenir.
Piirifiye edilmis RNA -80 °C’de muhafaza edilir.

2.2.2 RNA Konsantrasyon ve Safliklarinin Belirlenmesi

Izole edilen RNA’larin konsantrasyon ve safliklarmin &lgiilmesi mikroplaka ve uDrop plaka
okuyucuda (Thermo Scientific Multiskan™ Sky, Cat. No. 51119600DP) gergeklestirilmistir.
230, 260 ve 280 nm dalgaboylarinda 6l¢iim alinarak orneklerin konsantrasyon ve safliklari

belirlenmistir. Blank olarak PurelinkTM RNA Mini Kit i¢indeki RNaz-free su kullanilmstir.

Olgiimler her RNA 6rneginden 2 pl kullanilarak 260, 280 ve 230 nm dalga boylarindaki
absorbanslarda gerceklestirilmistir. Elde edilen RNA 6rneklerinin ekspresyon analizlerinde
kullanilabilir olmas: i¢cin A260:A280 nm dalga boylarindaki absorbans oraninin 1.8- 2.0
araliginda, A260:A230 nm dalga boylarindaki absorbans oraninin ise 1.7° den biiyiik olmas1
beklenmektedir. RNA o6rneklerinin A260 6l¢iimii ile belirlenen konsantrasyon degerinin 40
pg/ml’den yiiksek olmasi beklenmis, 260 nm dalga boyunda pg/ml cinsinden
gerceklestirilmistir.

2.2.3 ¢cDNA Sentezi

Izole edilen RNA’lardan cDNA Synthesis Kit with RNase Inh. (High Capacity) (A.B.T.™) Kkiti
ile cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Sentez, kit lireticisinin protokoliine uygun olarak son
hacimde 1X Reaction Buffer, 2.5 mM dNTP mix, 50 uM random hexamer, 200 U/ul reverse
transcriptase ile 0.5 pl RNase inhibitor, 10 ul RNA ve 3.5 pul RNaz’s1z su eklenerek toplam 20
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ul hacimlik reaksiyonda, 25°C’de 10 dk, 37°C’de 120 dk, 85°C’de 5 dk inkiibe edilerek
gerceklestirilmistir. Elde edilen cDNA’lar, konsantrasyonlar1 ve safliklart mikroplaka ve pDrop
plaka okuyucuda (Thermo Scientific Multiskan™ Sky, Cat. No. 51119600DP) o6l¢iildiikten

sonra kullanilincaya dek -20°C’de saklanmustir.

2.2.4 Kantitatif Real Time PCR (qRT-PCR)

Sentezlenen cDNA’lar ile 2X qPCR SYBR-Green MasterMix (without ROX) (A.B.T.™)
kullanilarak ger¢ek zamanlt PCR deneyleri gerceklestirilmistir. Kantitatif Real Time PCR
deneylerinde Real Time PCR Cihazi (CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System)
kullanilmistir. GAPDH geni i¢in iiretici firmanin talimatlarina uygun olarak primer ve kalip
konsantrasyonlar1 optimize edilmis, 1, 1/10, 1/100, 1/1000 konsantrasyonlarda kalip
kullanilarak amplifikasyon gerceklestirilmis, standart egri olusturulmustur. Erime egrisi analizi
ile tek bolge ¢ogaltim1 dogrulanmistir. Deneyler 3 tekrar halinde gergeklestirilmistir. GAPDH
geni i¢cin reaksiyon son hacimde 1X MasterMix, 0.5 uM forward ve reverse primer, 2 pl cDNA
ile 20 pl toplam hacimde gergeklestirilmistir. qRT-PCR deneyleri 95 °C’de 10 dk ve ardindan
40 dongii olmak tizere 95 °C’de 15 sn 62 °C’de 45 sn kosullarinda gergeklestirilmistir.

TRIM36 geni i¢in 1, 1/2, 1/4, 1/8 konsantrasyonlarda kalip kullanilarak amplifikasyon
gerceklestirilmis, standart egri olusturulmustur. Erime egrisi analizi ile tek bolge cogaltimi
dogrulanmistir. Deneyler 3 tekrar halinde gergeklestirilmistir. TRIM36 geni icin reaksiyon son
hacimde 1X MasterMix, 0.4 uM forward ve reverse primer, 1.8 ul cDNA ile 20ul toplam
hacimde gergeklestirilmistir. qRT-PCR deneyleri 95 °C’de 5 dk ve ardindan 40 dongii olmak
tizere 95 °C’de 15 sn 62 °C’de 45 sn kosullarinda gerceklestirilmistir.

28T yontemi ile tiimdrlii ve normal dokulara ait TRIM36 ekspresyonlarmin kontrole gére

(GAPDH) kat degisimleri belirlenmistir.

2.2.5 Hiicre Kiiltiirii

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlar1 laboratuvarimiza dondurulmus halde

kuru buz ile ulastirllmistir. Dondurulmus hiicrelerin acgilmasi i¢in asagidaki protokol takip

edilmistir:
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v
v

v

Kriyoviallerdeki hiicreler 37 °C’de ¢6ziinene kadar inkiibe edilir.

Cozilindiikten sonra igerisinde 2 ml %10 serumlu tamamlanmis besiyeri bulunan 15
ml’lik bir falkon tiipiine aktarilir. 1200 g’de 5 dk santrifiijlenir.

Santrifiij sonrasinda siipernatant dokiiliir. Hiicre peleti lizerine 4 ml taze besiyeri eklenir.
Yavasca pipetaj yapilir ve sonrasinda T25 flaska ekim gerceklestirilir. Invert mikroskop
ile incelenerek 37 °C’deki %5 CO-’li etiivde inkiibasyona birakilir.

Hiicreler ekildikten 3 giin sonra besiyeri degisimi gerceklestirilmistir. Bunun igin;

v
v
v

Flasktaki besiyeri ¢ekilerek atilir.
1 ml PBS ile flask yiizeyi yikanir, PBS toplanarak atilir.
T25 flask i¢in 4 ml taze besiyeri kenardan eklenerek flask tabanina yayilir. Invert

mikroskop ile incelenerek 37 °C’deki %5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakilir.

Besiyeri degisimden 3-4 giin sonra, hiicre yogunlugu %80’e ulastiginda hiicreler pasajlanmistir.

Bunun i¢in;

v

Flasktan besiyeri, serolojik pipet yardimiyla ¢ekilerek atik kabina aktarilir. Hiicrelerin
kalkmasin1 6nlemek i¢in flaskin karsi duvaria gelecek sekilde 1 ml PBS eklenir ve
hiicreler yavasca ¢alkalanarak yikanir.

Serolojik pipet yardimiyla PBS ortamdan uzaklastirilir. Bu islem tripsinin aktivitesini
azaltacak serum protein kalintilarin1 uzaklagtirmak amaciyla yapilir.

Flaska 1ml Tripsin/EDTA soliisyonu eklenir. Yiizeyin tamamini kapladiktan emin
olunduktan sonra 37°C’de 3dk inkiibe edilerek hiicrelerin ylizeyden kalkmasi saglanir.

Mikroskopta hiicrelerin kalktig1 gézlemlendikten sonra Tripsin/EDTA soliisyonunun
iki kat1 kadar besiyeri ilave edilir. Flaskin yiizeyi iyice yikanarak serolojik pipet ile 15
ml’lik santrifiij tiipline toplanir.

1200 rpm’de 5 dk santrifiijlenir. Stipernatant atilir ve pelete 1 ml besiyeri eklenir. Pipetaj
yapilarak hiicrelerin besiyerinde homojen dagilmasi olarak saglanir.

Sayim icin 1.5 mI’lik santrifiij tiipiine 10 pl hiicre ve 10 pl tripan mavisi eklenir. Pipetaj
yapildiktan sonra hemositometreye konur ve mikroskopta sayim yapilir.

Sayilan hiicre sayis1 x diliisyon katsayis1 x 10000 formiilii ile 1 ml besiyerinde kag hiicre
oldugu hesaplanir ve santrifiij tiipiine besiyeri eklenerek sulandirilir.

T25 flasklardan her birine 750.000 hiicre ekilecek sekilde hesaplama yapilarak

belirlenen hacim flaska aktarilir. Flaskta toplam 4 ml besiyeri olacak sekilde son hacim
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serumlu besiyeri ile tamamlanir. Invert mikroskop ile incelenerek 37 °C’deki %5 CO2’li
etlivde inkiibasyona birakilir.

Dondurulmak istenen hiicreler santrifiij sonrasinda 1.000.000 hiicreye 1 ml olmak {izere
dondurma besiyerinde (%90 DMEM, %10 DMSO) ¢ozdiiriiliir. Kriyoviallere 1’er ml
olacak sekilde aktarilir. -20 °C’de 1 saat, -80 °C’de gece boyunca inkiibe edildikten

sonra siv1 azot tankina kaldirilir.

2.2.6 Sitotoksisite Testi (MTT Testi)

MTT testi rapamisinin farkli konsantrasyonlarinin hiicrelere olan sitotoksik etkisini 6lgmek ve

IC50 degerine ulasabilmek i¢in de kullanilmistir. Rapamisin (50mg) iireticinin talimatina uygun

olarak 1ml DMSQO’da ¢ozilmiistiir. Tamamlanmis besiyeri ile istenen konsantrasyonlara

seyreltilmigtir. Optimizasyonlar sonucu karar verilen konsantrasyonlar MCF7 igin; 0, 10, 25,

50, 75, 100, 200 nM ile MDA-MB-231 hiicreleri i¢in; 0, 1, 10, 25, 50, 75, 100 uM’dr.

Hiicrelere uygulanan ilag konsantrasyonlart DMSO’nun toksik oldugu dozun altinda (<%]1)

kalacag1 sekilde diizenlenmistir. Farkli rapamisin konsantrasyonlar1 belirlenmis ve bu

konsantrasyondaki ilaglar 3 tekrar halinde hiicrelere uygulanmistir. Bunun ic¢in asagidaki

yonergeler takip edilmistir:

v

96 kuyulu plakalara 24, 48 ve 72. saatlerde 6l¢iim alinacak ve her dlgiimden 3 tekrar
olacak sekilde kontrol, DMSO-kontrol ve farkli konsantrasyonlarda rapamisin igeren
besiyeri uygulanmak tizere 10’ar bin hiicre/kuyu tam besiyeri ile ekilir. Bir giin
hiicrelerin tutunmasi beklenir.

Ertesi giin besiyerleri cekilip atilir. Kontrole yine tam besiyeri, diger kuyulara ilagh
besiyeri eklenir. 37 °C’deki %5 CO’li etlivde 24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibasyona
birakilir.

Inkiibasyon sonrasinda MTT testi icin besiyeri ¢ekilip atilir ve yerine 190 ul besiyeri ile
10 pl 5Smg/ml MTT eklenir. 4 saat karanlikta inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonras1 besiyeri ¢ekilip atilir. 100 ul DMSO eklenir. 20 dk oda sicakliginda
karanlik bir ortamda ¢alkalayicida inkiibe edilir. 570 nm’de mikroplaka okuyucuda
Ol¢tim alinir.

Kontrol grubunda canlilik oran1 %100 kabul edilerek diger kuyulardaki % canlilik orani

hesaplanir. Hiicrelerin yarisinin 6ldiigii doz IC50 degeri olarak belirlenir.
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2.2.7 siRNA Transfeksiyonu

MCEF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine ayr1 ayr1 TRIM36 siRNA (siTR36) (Santa Cruz
Biotechnology sc-91989), kontrol siRNA (siNC) (DharmaconTM ON-TARGETPlus Non-
Targetting Control siRNA D-001810-02-05) ile tek basina transfeksiyon ajani (siRNA
transfection reagent, Santa Cruz sc-29528) iiretici firmanin protokoliine gore uygulanmistir.
Kontrol olarak hi¢ uygulama yapilmamis hiicreler de kullanilmistir. Bunun igin asagidaki

yonerge takip edilmistir:

v" 6 kuyulu plakalara 3 tekrar olmak tizere kontrol, transfeksiyon ajani, siNC ve siTR36
uygulanmak iizere 200’er bin hiicre/kuyu antibiyotiksiz besiyeri ile ekilir. Bir giin
hiicrelerin tutunmasi beklenir.

v’ Ertesi giin kuyu basma 100 pmol siRNA ve 250 pl serumsuz besiyeri yavasca
karistirllarak birlestirilir. 5 dk RT inkiibe edilir. Baska bir tiipte kuyu basma 5 pl
transfeksiyon ajan1 ve 250 pl serumsuz besiyeri yavasga karistirilir. 5 dk RT inkiibe
edilir. 5 dk sonunda bu iki tiipteki karisim yavasca pipetaj yapilarak birlestirilir ve 20
dk RT inkiibe edilir.

v" 20 dk sonunda bu karistmdan 500 pl kuyulara yavas yavas eklenir. 37 °C’deki %5
CO2’li etiivde inkiibasyona birakilir.

v' 4-6 saat sonra besiyeri degistirilerek serumlu antibiyotikli besiyeri eklenebilir. 48 saat
boyunca 37 °C’deki %5 CO>’li etiivde inkiibasyona birakilir. inkiibasyon sonrasi protein

izolasyonu yapilir.

2.2.8 Rapamisin uygulamasi

MCEF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine rapamisinli besiyeri veya DMSO’lu besiyeri (IC50
calismalar1 sonunda belirlenen dozlardaki DMSO oranina uygun olarak MCF-7 i¢in %0,0002,
MDA-MB-231 i¢in %0,076 oraninda DMSO igeren besiyeri) uygulanmis ve 24 saat
inkiibasyondan sonra protein izolasyonu yapilmistir. Kontrol olarak uygulama yapilmamis

hiicreler kullanilmistir. Bunun i¢in asagidaki yonergeler takip edilmistir:

v 6 kuyulu plakalara 3 tekrar olacak sekilde kontrol, DMSO-kontrol ve rapamisin igeren
besiyeri uygulanmak {izere 200’er bin hiicre/kuyu tam besiyeri ile ekilir. Bir giin

hiicrelerin tutunmasi beklenir.
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v" Ertesi giin besiyerleri ¢ekilip atilir. Kontrol kuyusuna yine tam besiyeri, DMSO-kontrol
kuyusuna DMSO igeren besiyeri ve diger kuyulara rapamisinli besiyeri (MTT ile
belirlenen konsantrasyonlarda) eklenir. 37 °C’deki %5 CO?’li etiivde 24 saat boyunca

inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonrasi protein izolasyonu yapulir.

2.2.9 siRNA ve Rapamisin Kombine Uygulamasi

MCEF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine ayr1 ayr1 siTR36, siNC ve sadece transfeksiyon ajani
transfekte edilmistir. Kontrol olarak uygulama yapilmamis hiicreler kullanilmistir. 48 saat sonra
hiicrelere uygun konsantrasyonlarda rapamisinli besiyeri veya DMSO’lu besiyeri (kontrol

grubuna) uygulanmis ve 24 saat inkiibasyondan sonra protein izolasyonu yapilmistir.

2.2.10 Protein izolasyonu

Transfeksiyon ve ilag deneyleri icin uygulama yapilan 6 kuyulu plakalardaki hiicrelerden
protein izolasyonu yapmak i¢in RIPA Buffer (SERVA — Cat. No. 39244) kullanilmistir.

Ureticinin talimatlarina gore asagidaki protokol izlenmistir:

Kullanmadan hemen 6nce proteaz inhibitorii (SERVA — Cat. No. 39102.01) eklenir.
Hiicrelerden besiyeri ¢ekilip atilir.

Soguk PBS ile 2 defa yikanir.

1 ml soguk RIPA Buffer eklenir.

5 dk buz lizerinde inkiibe edilir. Hiicreler kazinir. Lizat mikrosantrifiij tiipiine toplanir.

14.000 g’de 15 dk santrifiijlenir.

A N N N N

Protein igeren siipernatant yeni tiipe aktarilir. Kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanir.
2.2.11 Total Protein Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Izole edilen proteinlerin ilerleyen deneylerde kullanilacak miktarlarinin belirlenmesi amaciyla
Bradford yontemi ile konsantrasyonlari belirlenmistir. Bunun i¢in Bradford Reagent (SERVA
— Cat. No. 39222) kullanilmis ve asagidaki protokol takip edilmistir:

v’ Standart serisi olmak {izere bovin serum albiimin (BSA) kullanilarak 0, 20, 30, 40, 50,

60, 80, 100 pg/ml konsantrasyonlarinda hazirlanmastir.
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v" 2 hacim Bradford Reagent ve 5,5 hacim ddH>O birlestirilerek diliie Bradford soliisyonu
elde edilmistir.

v" 96 kuyulu plakanin her bir kuyusuna 50 ul standart/6rnek, 200 pl diliie Bradford
soliisyonu eklenir. 5 dk RT inkiibe edilir.

v Mikroplaka okuyucuda 595 nm dalgaboyunda 6l¢iim alinur.

v' Standartlarin 6l¢iim sonuglart kullanilarak bir standart grafigi c¢izilir. Bu grafigin

denklemine gore konsantrasyonu bilinmeyen 6rneklerin konsantrasyonlar1 hesaplanir.

2.2.12 SDS Page Elektroforezi ve Iimmiinoblotlama

Rapamisin uygulanmis ve/veya siRNA ile transfekte edilmis hiicre gruplar1 ve kontroller i¢in
kullanilacak hiicre gruplarindan; protein izolasyonu yapildiktan ve Bradford yontemi ile total
protein konsantrasyonlari belirlendikten sonra %4 yiikleme, %12 ayirma jeli kullanilarak SDS-
PAGE jel elektroforeziyle proteinlerin molekiiler agirliklarina gére ayrilmasi saglanmistir. Jele
kuyucuk basina 10upg protein girilmistir. Yiiklemeden once proteinler 4X Laemmli yiikleme
tamponu ile uygun oranlarda karistirilmis ve 95 °C’de 5 dk inkiibe edilmistir. 90V’ta 30dk ve
ardindan 120V’ta 90 dk elektroforez sonrasi jeldeki proteinler 1slak transfer yontemi ile
nitroseliilloz membrana aktarilmis ve membranlar sirasiyla 6nce blocker soliisyonu ile bloke
edilmis, sonrasinda birincil ve ikincil antikorla muamele edilmistir. Membranlara substrat
eklendiginde c¢iplak gbzle goriilebilen protein bantlart olusmus ve membranlar
fotograflanmistir. Immiinblotlama deneyinde birincil antikor olarak TRIM36 antikoru (Santa
Cruz TRIM36 Antibody (SS-03): sc-100881) ve kontrol olarak GAPDH antikoru (FineTest
GAPDH Antibody, Cat. No. FNab03343) kullanilmistir. Bu islem kromojenik western blot
kitiyle (WesternBreeze® Chromogenic Western Blot Immunodetection Kit, Cat. No. WB7103)
gergeklestirilmis olup asagidaki protokol takip edilmistir:

v" Plastik bir kaba bir miktar 1X blotlama tamponu konulur ve kabin i¢inde 8 adet filtre
kagidr 1slatilir. Anottan baslanarak fiber ped ve 1slatilan filtre kagitlarindan 4 tanesi
transfer kasetinin igerisine yerlestirilir ve tizerinde bir roller ile gezilerek baloncuk varsa
cikarilir.

v" Jelin boyutunda kesilen bir nitroseliiloz membran transfer tamponunda islatilir ve
transfer kasetine yerlestirilir. Tekrar baloncuklar ¢ikarilir.

v" Jel cam plakalarin arasindan ¢ikarilir ve transfer tamponunda 1slatildiktan sonra kasete

yerlestirilir. Baloncuk varsa ¢ikarilir.
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v" Son 4 adet filtre kdgid1 transfer tamponu i¢inde 1slatilir ve jelin {izerine gelecek sekilde
kasete yerlestirilir ve baloncuklar ¢ikarilir. Sonrasinda tekrar bir fiber ped yerlestirilir.
Bu asamada membranin anota jelin ise katoda yakin olmasina dikkat edilmelidir.

v’ Transfer kaseti kapatilir ve transfer sistemine yerlestirilir. 240 mA ile 90 dk boyunca
transfer gerceklestirilir.

v' Transferden sonra membranlar 2 defa 5’er dk 20 ml ddH»O iginde yikanir.

\

10 ml Blocking Solution i¢inde 30 dk bloklama asamasi i¢in oda sicakliginda
calkalayicida inkiibe edilir.

2 defa 20 ml ddH>O i¢inde 5 dk yikanir.

10 ml primer antikor soliisyonu i¢inde 4 °C’de gece boyunca inkiibe edilir.

Ertesi giin membran 4 defa 5’er dk 20 ml antibody wash soliisyonu i¢inde yikanir.

10 ml sekonder antikor soliisyonu i¢inde 2 saat oda sicakliginda inkiibe edilir.

NN

Membranlar daha sonra 4 defa 5’er dk antibody wash soliisyonu ile 3 defa 2’ser dk
ddH20 iginde yikanir. Membranlar kurumadan 5 ml kromojenik substrat i¢ine alinir ve
bantlar olusuncaya kadar (1-60 dk) inkiibe edilir.

v Bantlar olusunca 20 ml ddH»O iginde 2’ser dk 2 defa yikanir, kuru bir filtre kagidi

tizerinde membran kurutulur ve daha sonra fotograflanir.

2.2.13 Koloni-Olusum Deneyi

Hiicre proliferasyonunu 6lgmek ic¢in kullanilmistir. Yukarida tarif edildigi gibi hiicrelere ilag
ve/veya siRNA uygulamalart gerceklestirilmistir. Sonrasinda hiicreler kaldirilarak 12 kuyulu
plakalara 400’er hiicre (her bir kosul i¢in 3 tekrar) ekilmis, 2 giinde bir besiyeri degistirilerek 7
giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 1X PBS ile kuyular yikanmis, 30 dk oda
sicakliginda metanol ile fikse edilmistir. Daha sonra 30 dk oda sicakliginda %0,5 kristal viyole
ile boyanmistir. Siire sonunda kuyular yikanarak olusan koloniler (=50 hiicre/koloni) sayilmis

ve fotograflanmistir.

2.2.14 Yara lyilesmesi Deneyi

Hiicre migrasyon ve proliferasyonunun degerlendirilmesinde yara iyilesmesi deneyi
kullanilmigtir. 3’er tekrar olarak 12 kuyulu plakalara kuyu basma 12x10* hiicre ekilmis, ilag
ve/veya siRNA uygulamalar1 gerceklestirilmistir. Hiicreler %90 yogunluga ulastiginda kuyular

PBS ile yikanarak serumsuz besiyeri eklenmis ve 200 pl’lik pipet ucu ile lineer bir yarik
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olusturularak fotograflanmistir (0. saat). Yapay yara bolgesine hiicrelerin gocii belirli zaman
noktalarinda (0, 12, 24, 36, 48 ve 60. saatler) mikroskopi ile izlenmis ve fotograflanmistir. Yara
alanlar1; Imagel] programi kullanilarak hesaplanmis ve 0. Saatlere kiyasla yara kapanma

ylizdeleri her saat i¢in belirlenmistir.

2.2.15 istatistiksel Analiz

Meme kanseri hastalarinin dokularinin kullanildigi deneyler i¢in 6rneklem biiytikliigii ortalama
etki degeri (Cohen’s d=0,5) kullanilarak hesaplanmistir. GPower 3.1.9.7 yazilim1 kullanilarak
yapilan hesaplamalara gore, %80 giic ve a <0,05 giliven seviyesi saglamak i¢in gerekli olan
minimum Ornek sayist hesaplanmustir. Istatistiksel analizler SPSS 29.0 paket programi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Siirekli degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro
Wilk testiyle belirlenmistir. qRT-PCR deneylerinde 2 grup arasindaki karsilagtirmalar igin
parametrik olmayan iliskili gruplar t-testi (Wilcoxon isaretli siralar testi), hiicre hatlarinin
kullanildig1 immiinoblotlama, yara iyilesme ve koloni olusum deneylerinde 4 grup arasindaki
karsilastirmalar icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve anlamli farkliligin belirlenmesinde
Post-hoc Tukey testi kullanilmigtir. Testler sonucunda p degeri 0.05’in altindaki

karsilastirmalar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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BOLUM 3

BULGULAR

3.1 DOKU DENEYLERI BULGULARI

3.1.1 Meme Kanseri Hastalarinin Tiimor ve Normal Dokularinda Rolatif TRIM36 Mrna

Ekspresyon Seviyesinin Belirlenmesi

Meme kanseri hastalarindan tiimér ve komsu normal dokularin kullanildigi bu calismada
gerekli 6rneklem biiytikliigii giic analizi ile en az 78 (her grup i¢in n=39) olarak belirlenmistir.
Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Hastanesi’nde tan1 alan 45 meme kanseri hastasindan
alan timor ve normal meme dokular1 ¢alismaya dahil edilmis ve tlimor ile normal dokular
arasindaki TRIM36 mRNA ekspresyon seviyeleri analiz edilmistir. Oncelikle hastalardan
onaylar1 dahilinde alinan dokulardan RNA izolasyonu yapilmis, RNA konsantrasyon ve
safliklar 6lctilerek kalite kontrolii yapilmistir. Daha sonra RNA konsantrasyonlari esitlenerek
cDNA sentezi gergeklestirilmistir. Sentezlenen cDNA’lar kullanilarak qRT-PCR deneyleri
gerceklestirilmistir. Bu deneyler dncesinde iiretici firmanin talimatlarina uygun olarak primer
ve kalip konsantrasyonlar1 optimize edilmis, referans gen olarak kullanilan GAPDH ig¢in 1,
1/10, 1/100, 1/1000 konsantrasyonlarinda, hedef gen TRIM36 geni icin 1, 1/2, 1/4, 1/8
konsantrasyonlarinda kalip kullanilarak amplifikasyon gerceklestirilmis ve standart egrileri
(Sekil 3.1 ve Sekil 3.2) olusturulmustur. Erime egrisi analizi yapilarak her primer ile tek

bolgenin ¢ogaltildigi dogrulanmistir (Sekil 3.3 ve Sekil 3.4).
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Sekil 3.1 GAPDH geni standart egrisi
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Sekil 3.2 TRIM36 geni standart egrisi
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Sekil 3.3 GAPDH geni qRT-PCR erime piki grafigi
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Sekil 3.4 TRIM36 geni qRT-PCR erime piki grafigi
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Sonuglar 222 yontemiyle degerlendirilmistir (Livak and Schmittgen, 2001). TRIM36 mRNA
ekspresyon seviyeleri, aynt dokulardaki GAPDH mRNA ekspresyon seviyelerine gore
normalize edilmistir. Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testiyle incelenmistir.
TRIM36 ekspresyonunun GAPDH'ye gore kat degisiminin ortanca degeri normal dokularda
0,5218 ve tiimor dokularinda 0,5775 olarak bulunmustur (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 TRIM36 mRNA ekspresyonu kat degisiminin normal ve timor dokularindaki
tanimlayicr istatistikleri.

Tanimlayici Normal doku Tiimor dokusu Toplam p degeri
istatistikler (n=45) (n=45) (n=90)

Ortanca 0.5218 0.5775 0.5252 0.731%
Minimum 0.05 0.01 0.01

Maksimum 8.73 3.94 8.73

w: Wilcoxon Isaretli Siralar Testi

Normal ve tiimor gruplar1 arasindaki rolatif TRIM36 mRNA ekspresyon seviyeleri Wilcoxon
isaretli siralar testi (parametrik olmayan iliskili gruplar t-testi) ile karsilastirilmstir. Istatistiksel

olarak anlamlilik diizeyi %95 giiven araliginda p<0,05 olarak kabul edilmistir.

qRT-PCR sonuglari, TRIM36™in insan meme dokusunda ifade edildigini gostermistir. Bununla
birlikte, normal ve tiimor dokular1 arasinda TRIM36 ekspresyon seviyeleri tiimor dokusunda
1,10 kat daha yiiksek bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamstir

(p=0,731, Cizelge 3.1, Sekil 3.5).
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Sekil 3.5 Normal ve tiimor dokularinda TRIM36 mRNA ekspresyonu kat degisimleri.

3.2 HUCRE KULTURU DENEYLERIi BULGULARI

MCEF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri %10 serumlu besiyerinde kiiltiire edilmistir. Her giin
mikroskobik olarak kontrol edilmistir. Flaskin yiizeyini %80’e yakin oranda kapladiklarinda
hiicreler tripsin ile kaldirilarak pasajlanmistir (Sekil 3.6 ve Sekil 3.7).

Sekil 3.6 MCF-7 hiicreleri (a: %60 konfluent, b: %80 konfluent)
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Sekil 3.7 MDA-MB-231 hiicreleri (a: %50 konfluent, b: %80 konfluent)

3.2.1 Rapamisinin Hiicre Canhhgna Etkisi ve IC50 Degerinin Belirlenmesi

MCEF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin %50’sini 6ldiiren rapamisin dozu (IC50) belirlenmesi
icin MCF-7 hiicrelerine; 0, 10, 25, 50, 75, 100, 200 nM ve MDA-MB-231 hiicrelerine; 0, 1, 10,
25, 50, 75, 100 uM rapamisin igeren besiyeri uygulanmigtir. MTT testi sonucunda IC50
degerleri 24 saat inkiibasyonda MCF-7 i¢in 145,150 nM ve MDA-MB-231 i¢in 41,60 uM
olarak belirlenmistir (Sekil 3.8 ve Sekil 3.9).
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Sekil 3.8 MCF-7 hiicrelerinde farkli dozlarda rapamisin uygulamasinin canlilik oranina etkisi

y =-1,1814x + 99,15
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Sekil 3.9 MDA-MB-231 hiicrelerinde farkli dozlarda rapamisin uygulamasinin canlilik oranina
etkisi
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3.2.2 Protein Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

siRNA transfeksiyonu ve/veya rapamisin uygulanmis, ya da kontrol gruplar hiicrelerinden
protein izolasyonu yapilmistir. Bradford yontemi kullanilarak; standart protein serisinin 6l¢tim
sonuclariyla bir standart grafigi ¢izilmis (Sekil 3.10), izole edilen proteinlerin konsantrasyonlari
belirlenmistir. Hiicre gruplari arasindaki uygulamalardan kaynakli farklar1 belirleyebilmek i¢in
bu proteinlerin konsantrasyonlar1 esitlenerek immiinoblot deneylerinde kullanilan jeldeki

kuyucuklara ayn1 miktarda protein yliklenmesi saglanmustir.

sy y=0,0032x + 0,7761
Standart Grafigi R = 0,991

1,2

0,6

OD595

0,4

0,2

0 20 40 60 80 100 120
BSA Konsantrasyonu (ug/ml)

Sekil 3.10 BSA standart serisi ile ¢izilen standart grafigi

3.2.3 MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicrelerinde siTRIM36 Transfeksiyonu ile TRIM36’nin

Susturulmasi

MCEFE-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri; higbir uygulama yapilmamis kontrol grubu (C), sadece
transfeksiyon ajan1 uygulanmis transfeksiyon ajanit kontrolii (TRC), scrambled siRNA
uygulanmis kontrol grubu (siNC) ve siTRIM36 uygulanmis deney grubu (siTR36) olarak 4’er
hiicre grubu olusturulmus ve bunlardan 3’er tekrar olacak sekilde protein izolasyonu
yapilmistir. Proteinlerin GAPDH ve TRIM36 antikorlar1 ile immiinoblot deneyleri sonucunda

referans olarak kullanilan GAPDH’in hiicre gruplari arasinda protein seviyesinin sabit kalirken,
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siTR36 grunbunda diger gruplara kiyasla TRIM36 protein seviyesinin azaldigi gosterilmigtir
(Sekil 3.11 ve Sekil 3.12).

Immiinoblot gériintiilerindeki bantlarm kantifikasyonu Image] yazilimi kullanilarak yapilmistir
(Schneider et al., 2012). Kontrol grubu GAPDH band1 referans alinarak diger bantlarin rolatif
kat degisimleri hesaplanmistir. Hiicre gruplar1 arasindaki GAPDH ve TRIM36 seviyeleri tek
yonlli varyans analizi ile karsilastirilmistir. Tukey testi ile anlaml farklilik olan grup tespit
edilmistir. Gruplar arasinda GAPDH seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmazken (MCF-7 p=0,097, MDA-MB-231 p=0,863), siTR36 gruplarinda diger gruplara
oranla TRIM36 ekspresyon seviyesinin anlamli olarak diistiigli tespit edilmistir (MCF-7
p<0.01, MDA-MB-231 p<0,01).

MCF7

1,2
’ . ¥
..... - ﬁ

65kDaTRIM36 = W S e =08

0,6

| 04

37kDaGAPDH | MENED SR e 82
*
e i

(of TRC

SiNC SITR36

Goreceli kat degisimi

ETRIM36 ® GAPDH

Sekil 3.11 MCF-7 hiicrelerinden izole edilen proteinlerin anti-TRIM36 ve anti-GAPDH
immiinoblot goriintiisii ile rolatif kat degisimleri. Immiinoblotlarda sirasiyla
kontrol (C), transfeksiyon ajani kontrol (TRC), scrambled siRNA negatif kontrol
(siNC) ve siTRIM36 transfekte deney grubu (siTR36). *p<0.01
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Sekil 3.12 MDA-MB-231 hiicrelerinden izole edilen proteinlerin anti-TRIM36 ve anti-GAPDH
immiinoblot goriintiisii ile rolatif kat degisimleri. Iimmiinoblotlarda sirastyla kontrol
(C), transfeksiyon ajani kontrol (TRC), scrambled siRNA negatif kontrol (siNC) ve
siTRIM36 transfekte deney grubu (siTR36). *p<0.01

3.24 MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicrelerinde siTRIM36 Transfeksiyonu ve/veya

Rapamisin Uygulamasinin TRIM36 Seviyesi Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin; DMSO kontrol grubu (C), siTRIM36 uygulanmis
deney grubu (siTR36), rapamisin uygulanmis deney grubu (Rapa) ve hem siTR36 hem
rapamisin uygulanmig kombine tedavi deney grubu (siTR36+Rapa) olarak 4 grup olusturulmus
ve bunlardan 3’er tekrar olacak sekilde protein izolasyonu yapilmistir. Proteinlerin GAPDH ve
TRIM36 antikorlar1 ile immiinoblot deneyleri sonucunda referans olarak kullanilan GAPDH’in
ve hedef protein TRIM36’nin ekspresyon seviyesi degisimleri gosterilmistir (Sekil 3.13 ve
Sekil 3.14).

Immiinoblot gériintiilerindeki bantlarm kantifikasyonu Image] yazilimi kullanilarak yapilmistir
(Schneider et al., 2012). Kontrol grubu GAPDH bandi referans alinarak diger bantlarin rolatif
kat degisimleri hesaplanmistir. Hiicre gruplar1 arasindaki GAPDH ve TRIM36 seviyeleri tek
yonlii varyans analizi ile karsilagtirllmistir. Tukey testi ile anlamli farklilik olan gruplar tespit
edilmistir. MCF-7 hiicrelerinde gruplar arasinda GAPDH seviyeleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunmazken (siTR36, Rapa ve siTR36+Rapa sirasiyla p=0,182, 0,884, 0,986),
kontrole kiyasla siTR36 grubunda TRIM36 seviyesi anlamli olarak azalirken (p<0,01); Rapa
ve siTR36+Rapa gruplarinda anlamli olarak artmistir (p<0,01). siTR36 grubuna kiyasla
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kontrol, Rapa ve siTR36+Rapa gruplarinda TRIM36 seviyesi anlamli derecede fazla
bulunmustur (p<0,01). Rapa ve siTR36+Rapa gruplarina kiyasla kontrol ve siTR36 gruplarinda
TRIM36 seviyesi anlamli derecede diisilk bulunmustur (p<0,01). Rapa ve siTR36+Rapa

gruplar1 arasindaki kat degisimleri ise anlamli bulunmamistir (p=0,285).

MDA-MB-231 hiicrelerinde gruplar arasinda GAPDH seviyeleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmazken (siTR36, Rapa ve siTR36+Rapa sirasiyla p=0,867, 1,000, 0,999),
kontrole kiyasla siTR36 grubunda TRIM36 seviyesi anlamli olarak azalirken (p<0,01); Rapa
ve siTR36+Rapa gruplarinda anlamli olarak artmistir (p<0,01). siTR36 grubuna kiyasla
kontrol, Rapa ve siTR36+Rapa gruplarinda TRIM36 seviyesi anlamli derecede fazla
bulunmustur (p<0,01). Rapa ve siTR36+Rapa gruplarina kiyasla kontrol ve siTR36 gruplarinda

TRIM36 seviyesi anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,01). Rapa ve siTR36+Rapa
gruplar1 arasindaki kat degisimleri ise anlamli bulunmamuistir (p=0,994).
MCFE
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Sekil 3.13 MCF-7 hiicrelerinden izole edilen proteinlerin anti-TRIM36 ve anti-GAPDH
immiinoblot goriintiisii ile rolatif kat degisimleri. Immiinoblotlarda sirasiyla
kontrol (C), siTRIM36 transfekte deney grubu (siTR36), rapamisin uygulanmis
deney grubu (Rapa) ve hem siTR36 hem rapamisin uygulanmis deney grubu
(siTR36+Rapa). *p<0.01
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Sekil 3.14 MDA-MB-231 hiicrelerinden izole edilen proteinlerin anti-TRIM36 ve anti-GAPDH
immiinoblot goriintiisii ile rolatif kat degisimleri. Immiinoblotlarda sirastyla kontrol
(C), siTRIM36 transfekte deney grubu (siTR36), rapamisin uygulanmis deney grubu
(Rapa) ve hem siTR36 hem rapamisin uygulanmis deney grubu (siTR36+Rapa).
*p<0.01

3.2.5 MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicrelerinde Azalmis TRIM36 Seviyesinin Hiicre Gocii

Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde siTRIM36 transfeksiyonunun hiicre gocii lizerine
etkileri yara iyilesme analizi ile tespit edilmistir. C, TRC, siNC, siTR36 hiicre gruplarinda
olusturulan yapay yaralar 0, 12, 24, 36, 48, 60. Saatlerde fotograflanmistir (Sekil 3.15 ve Sekil
3.17). Yara alanlar1 ImageJ yazilimi ve yara iyilesme araci (Suarez-Arnedo et al., 2020)
kullanilarak hesaplanmistir. Her bir grup i¢in 0. Saat grubuna gdre yara kapanma ylizdeleri
hesaplanarak tek yonlii varyans analizi ile istatistiksel analiz ger¢eklestirilmistir. Anlamli farkin

bulundugu gruplar Tukey testi ile belirlenmistir.

MCEF-7 hiicrelerinde 36. saatte hesaplanan yara kapanma ytizdeleri bakimindan siTRC; C
(p=0,012) ve TRC (p=0,05) gruplarindan anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur. 60. saatte
ise siTRC; C (p<0,001), TRC (P=0,003), siNC (p=0,001) gruplarindan anlaml1 derecede yiiksek
bulunmustur (Sekil 3.16).
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Sekil 3.15 MCF-7 hiicre gruplarinda 0, 12, 24, 36, 48 ve 60. saatlerdeki yara goriintiileri.
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Sekil 3.16 MCF-7 hiicre gruplarinda 0, 12, 24, 36, 48 ve 60. saatlerdeki yara kapanma yiizdeleri.
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MDA-MB-231 hiicrelerinde 60. saatte hesaplanan yara kapanma yiizdeleri bakimindan siTRC;
C (p=0,044) ve siNC (p=0,016) gruplarindan anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (Sekil
3.18).

TRC

SiTR36 |

Sekil 3.17 MDA-MB-231 hiicre gruplarinda 0, 12, 24, 36, 48 ve 60. saatlerdeki yara
goriintiileri.
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Sekil 3.18 MDA-MB-231 hiicre gruplarinda 0, 12, 24, 36, 48 ve 60. saatlerdeki yara kapanma
ylizdeleri.

3.2.6 MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicrelerinde TRIM36 Susturulmasinin ve/veya

Rapamisin Uygulamasimin Hiicre Gogii Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde siTRIM36 transfeksiyonunun ve/veya rapamisin
uygulamasinin hiicre gocii izerine etkileri yara iyilesme analizi ile tespit edilmistir. C, siTR36,
Rapa, siTR36+Rapa hiicre gruplarinda olusturulan yapay yaralar 0, 12, 24, 36, 48, 60. Saatlerde
fotograflanmistir (Sekil 3.19 ve Sekil 3.21). Yara alanlar1 ImageJ yazilimi ve yara iyilesme
araci (Suarez-Arnedo et al., 2020) kullanilarak hesaplanmistir. Her bir grup i¢in 0. Saat grubuna
gore yara kapanma ytizdeleri hesaplanarak tek yonlii varyans analizi ile istatistiksel analiz

gergeklestirilmistir. Anlamli farkin bulundugu gruplar Tukey testi ile belirlenmistir.

MCF-7 hiicrelerinde 12. saatte hesaplanan yara kapanma yiizdeleri bakimindan siTR36;
siTR36+Rapa (p=0,024) grubundan anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur. 24. saatte
siTR36; Rapa (p=0,023) ve siTR36+Rapa (p=0,080) gruplarindan anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. 36. Saatte siTR36; C (p=0,031) ve siTR36+Rapa (p=0,027) gruplarindan anlamli
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derecede yiiksek bulunmustur. 48. saatte siTR36; Rapa (p=0,044) ve siTR36+Rapa (p=0,010)
gruplarindan yiiksek, siTR36+Rapa; C (p=0,015) grubundan anlamli derecede diisiik
bulunmustur. 60. Saatte siTR36; Rapa (p=0,046) ve siTR36+Rapa (p=0,022) gruplarindan
anlamli derecede yiiksek bulunurken, siTR36+Rapa; C (p=0,010) grubundan diisiik
bulunmustur (Sekil 3.20).

0 12 24 36 48 60

Sekil 3.19 MCF-7 hiicre gruplarinda 0, 12, 24, 36, 48 ve 60. saatlerdeki yara goriintiileri.
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Sekil 3.20 MCF-7 hiicre gruplarinda 0, 12, 24, 36, 48 ve 60. saatlerdeki yara kapanma yiizdeleri.

MDA-MB-231 hiicrelerinde 12. saatte hesaplanan yara kapanma yiizdeleri bakimindan siTR36;
Rapa (p=0,002) ve siTR36+Rapa (p=0,002) grubundan anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur. Bununla beraber Rapa (p=0,032) ve siTR36+Rapa (p=0,030) C grubuna kiyasla
anlamli derecede daha diisiiktii. 24. saatte siTR36; Rapa (p=0,023) ve siTR36+Rapa (p=0,019)
grubundan anlamli olarak daha yiliksek bulunmustur. Rapa (p=0,012) ve siTR36+Rapa
(p=0,011) C grubuna kiyasla anlamli derecede daha diisiiktii. 36. Saatte siTR36; Rapa
(p<0,001) ve siTR36+Rapa (p<0,001) grubundan anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur.
Rapa (p<0,001) ve siTR36+Rapa (p<0,001) C grubuna kiyasla anlaml1 derecede daha diisiiktii.
48. saatte siTR36; Rapa (p=0,002) ve siTR36+Rapa (p=0,003) grubundan anlamli olarak daha
yiiksek bulunmustur. Rapa (p=0,003) ve siTR36+Rapa (p=0,004) C grubuna kiyasla anlaml
derecede daha diisiiktii. 60. Saatte siTR36; C (p=0,043), Rapa (p<0,001) ve siTR36+Rapa
(p<0,001) gruplarindan anlamli derecede yiiksek bulunurken, Rapa (p<0,001) ve siTR36+Rapa
(p=0,001) C grubundan diisiik bulunmustur (Sekil 3.22).

55



siTR36

Rapa
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Sekil 3.22 MDA-MB-231 hiicre gruplarinda 0, 12, 24, 36, 48 ve 60. saatlerdeki yara kapanma
ylizdeleri.
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3.2.7MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicrelerinde Azalmis TRIM36 Seviyesinin Hiicre

Proliferasyonu Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde siTRIM36 transfeksiyonunun hiicre proliferasyonu
tizerine etkileri koloni olusum deneyi ile tespit edilmistir. Deney sonunda C, TRC, siNC,
siTR36 hiicre gruplarinda gozle goriilen koloniler manuel olarak sayilarak kaydedilmistir. 3’er
tekrarli olarak gerceklestirilen deneylerdeki hiicre gruplarinin koloni sayilarinin ortalamalari
aliarak tek yonlii varyans analizi ile istatistiksel analiz gergeklestirilmistir. Anlamli farkin

bulundugu gruplar Tukey testi ile belirlenmistir.

MCEF-7 C, TRC, siNC, siTR36 hiicre gruplar1 arasinda koloni sayis1 bakimindan anlamli bir
fark gozlenmemistir. Ancak siTR36 grubunda daha az sayida koloni olustugu dikkat
¢cekmektedir (Sekil 3.23 ve Sekil 3.24). MDA-MB-231 hiicre gruplar1 arasinda da koloni
sayilar1 bakimindan bir fark gézlenmezken, siTR36 grubundaki koloniler kontrollere kiyasla
daha fazla sayidadir (Sekil 3.25 ve Sekil 3.26).

C TRC sINC siTR36

Sekil 3.23 MCF-7 hiicre gruplar1 koloni olusum deneyi.
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Sekil 6 MCF-7 hiicre gruplari koloni sayilart.

TRC sINC siTR36

Sekil 3.25 MDA-MB-231 hiicre gruplar1 koloni deneyi.
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Sekil 3.26 MDA-MB-231 hiicre gruplari koloni sayilari.
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3.28 MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicrelerinde TRIM36 Susturulmasinin ve/veya

Rapamisin Uygulamasimin Hiicre Proliferasyonu Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde siTRIM36 transfeksiyonunun ve/veya rapamisin
uygulamasinin hiicre proliferasyonu iizerine etkileri koloni olusum deneyi ile tespit edilmistir.
Deney sonunda C, siTR36, Rapa, siTR36+Rapa hiicre gruplarinda gozle goriilen koloniler
manuel olarak sayilarak kaydedilmistir. 3’er tekrarli olarak gergeklestirilen deneylerdeki hiicre
gruplarinin koloni sayilarinin ortalamalar: alinarak tek yonlii varyans analizi ile istatistiksel

analiz gerceklestirilmistir. Anlamli farkin bulundugu gruplar Tukey testi ile belirlenmistir.

MCEF-7 Rapa grubu; C (P=0,020) ve siTR36 (p=0,002) gruplarina kiyasla daha fazla koloni
sayisina sahiptir (Sekil 3.27 ve Sekil 3.28). MDA-MB-231 hiicre gruplar1 arasindan Rapa; C
(p=0,011) ve siTR36 (P=0,002) gruplarina, siTR36+Rapa; C (p=0,001) ve siTR36 (p<0,001)
gruplarina kiyasla anlamli olarak daha diisiik koloni sayisina sahiptir (Sekil 3.29 ve Sekil 3.30).
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Sekil 3.27 MCF-7 hiicre gruplar1 koloni olusum deneyi.
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Sekil 3.28 MCF-7 hiicre gruplari koloni sayilari

C siTR36 Rapa siTR36+Rapa

Sekil 3.29 MDA-MB-231 hiicre gruplari koloni olusum deneyi.
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Sekil 3.30 MDA-MB-231 hiicre gruplari koloni sayilari.
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BOLUM 4

TARTISMA

Meme kanseri, diinya genelinde en sik teshis edilen ve en 6liimciil kanser tiirlerinden biridir ve
son yillarda TRIM protein ailesi tiyelerinin rollerinin yogunlukla incelendigi kanserler arasinda
yer alir. Ornegin, TRIM25 bir ERE’e sahiptir ve ekspresyonu &strojen tarafindan indiiklenir.
TRIM2S5 'in meme kanseri ve over kanserlerinde kadin iireme organlari olan meme bezi ve
uterusta ekspresyonunun artt1g1 bildirilmistir (Ikeda et al., 2000, Horie et al., 2003). insan meme
kanseri hiicrelerinde (MCF7) yiiksek TRIM25 ekspresyonunun tiimor biiylimesini
hizlandirdig1, buna karsin bu genin susturulmasinin tiimor progresyonunu yavaslattigi tespit
edilmistir. Ayrica, TRIM25’in asir1 ekspresyonunun, hiicre dongiisii inhibitorii 14-3-36°y1
parcalayarak meme kanseri gelisimini tesvik ettigi bulunmustur (Urano et al., 2002). Benzer
sekilde, TRIM24’iin asir1 ekspresyonu, meme kanseri hastalarinda kotii prognoz ve azalmis
sagkalim ile iliskilendirilmistir (Chambon et al., 2011). TP53’ii transkripsiyonel olarak
baskilayan TRIM29’un (Yuan et al., 2004), pankreas kanseri hiicrelerinde hiicre
proliferasyonunu ve metastatik aktiviteyi artirdigr gosterilmistir (Wang et al., 2009). Buna
karsilik, insan meme hiicre hattt MCF10A’da TRIM29 ekspresyonunun azalmasinin, in vitro
olarak hiicre biiylimesini artirdig1, hiicre hareketliligini gii¢lendirdigi ve 3D asiner olusumunu
bozdugu belirlenmistir. MCF7 hiicrelerinde TRIM29’un ekspresyonunun artmasi, hiicre
boliinme oranlarinin azalmasina yol agmustir (Liu et al., 2012). Ayrica, meme kanseri hiicre
hatlarinda TRIM47°nin susturulmasinin, PI3K/Akt sinyal yolunun inaktivasyonuna yol agarak
hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonunun inhibisyonuna neden olmustur (Wang et

al., 2020).

Bunun yam sira, c¢esitli TRIM proteinlerinin meme kanserinde farkli roller oynadigi
bilinmektedir. Ornegin, TRIM3, TRIM6, TRIM11, TRIM14, TRIM27, TRIM32, TRIM37,
TRIM39, TRIM44, TRIMS59 ve TRIM63 onkojenik olarak tanimlanirken, TRIM16, TRIM21,
TRIM31, TRIM35 ve TRIM62 timér baskilayici islev gormektedir (Cao et al., 2024).

63



Bugiine kadar, bu ¢aligmanin odak noktasi olan TRIM36 ile meme kanseri arasindaki iliskiyi
0zel olarak arastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak, insan meme kanseri hiicreleri
enjekte edilmis farelerden elde edilen tiimor dokularini kullanan bir calismada, insan meme
mikrogevresini taklit eden bu implante meme dokusundaki kanser hiicrelerinde 94 genin
ekspresyon seviyeleri analiz edilmis ve TRIM36 ekspresyon seviyelerinde bir azalma rapor

edilmistir (Zheng et al., 2016).

TRIM36 ekspresyonu insan meme kanseri dokularinda ¢alisilmamakla birlikte prostat, akciger,
ozofagus kanserlerinde cesitli calismalar yapilmistir. Ornegin, TRIM36 ekspresyonunun
prostat kanseri dokularinda ytiikseldigi tespit edilmis olup bu durum, kanser olusumunda rol
aldigina isaret etmektedir (Balint et al., 2004). Ancak ilging bir sekilde, bir ¢alismada yiiksek
TRIM36 ekspresyon seviyelerinin prostat kanserinde olumlu bir prognoz ile iligkili oldugu
bildirilmistir (Kimura et al., 2018).Ayn1 y1l yayimlanan bir baska ¢alismada, prostat kanseri
dokularinda yiiksek TRIM36 ekspresyon seviyeleri gozlemlenmistir. Ancak TRIM36’nin,
timor gelisiminde kritik bir rol oynayan MAPK/ERK fosforilasyon yolunu inhibe ettigi
gosterilmistir (Liang et al., 2018). Buna karsin, TRIM36 ekspresyon seviyelerinin, saglikli
kontrollere kiyasla kii¢lik hiicreli olmayan akciger kanseri ve 6zofagus kanseri dokularinda
diisiik oldugu bildirilmistir (Zhan et al., 2015, Zhang et al., 2020). insan noéroblastoma
hastalarinda, TRIM36'nin hipermetile oldugu ve daha agresif hastalik seyri gosteren bireylerde
daha diisiik seviyelerde ifade edildigi tespit edilmistir (Olsson et al., 2016).

Daha yakin zamanda, 2023 yilinda yayimlanan bir ¢alismada, TRIM36’nin FOXA2 ile
dogrudan etkilesimde bulunarak bu proteini baskiladig1 ve boylelikle Nrf2/GPX4 ferroptoz
sinyal yolunu aktiflestirdigi rapor edilmistir. Bu etkilesim, TRIM36’nin kolorektal kanserde

tiimor baskilayict bir rol iistlenebilecegini gostermektedir (Liu et al., 2023).

Bu ¢alismada, kadin meme kanseri hastalarinda TRIM36’nin mRNA ekspresyon seviyeleri
(GAPDH mRNA seviyelerine normalizasyonuyla) analiz edilmistir. TRIM36 ekspresyonunun
timor ve normal meme dokular1 arasinda farklilik gosterip gostermedigi degerlendirilmistir.
Bulgulara gore, TRIM36'nin meme dokularinda ifade edildigi dogrulanmis, ancak normal ve
timor dokular1 arasinda ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
gdzlemlenmemistir. Bu bulgular, TRIM36’nin meme kanseri gelisimindeki potansiyel roliinii

aydinlatmak icin ek molekiiler mekanizmalarin arastirilmas: gerektigini gostermektedir.
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TRIM36, androjen yanitli bir gen olarak tanmmmakta ve prostat kanserinde anti-androjen
ilaclarin etkinligini artirdig1 gdsterilmistir (Liang et al., 2018). Androjen sinyali, erkeklerde kas
kiitlesi ve giicii, kemik mineral yogunlugu, prostat biiyltimesi, spermatogenez, kil dagilimi ve
noronal yeniden sekillenme gibi cinsel 6zelliklerin gelisimi ve korunmasinda hayati bir rol
oynamaktadir. Ayrica kadin fizyolojisi ve iireme siireclerinde de Onemli bir etkisi

bulunmaktadir.

Androjen sinyallemesinin, prostat kanseri, meme kanseri, diyabet, metabolik sendrom ve
Alzheimer hastalig1 gibi ¢esitli hastaliklarda rol oynadigi bilinmektedir (Jiang et al., 2009).
Ozellikle, androjenlerin hem in vitro hem de in vivo olarak insan meme kanseri hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi bildirilmis ve klinik gozlemler, androjenlerin veya androjenik
bilesiklerin kadinlarda meme kanserine karsi koruyucu etki gosterdigini diistindiirmektedir

(Labrie et al., 1992).

Anti-androjen ilaglarin etkinligini artirdigi bilinen, androjen yanitinda rol oynayan TRIM36'nin
meme kanserinde onemli ve heniiz kesfedilmemis roller iistlenebilecegi, 6zellikle bu rollerin
androjen sinyal yolaklariyla etkilesiminden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla
birlikte androjen reseptorii seviyesini yiikselttigi bilinen ayn1 zamanda mTOR inhibitorii olan
rapamisin (antiproliferatif ve immiinosupresif 6zellikleri bilinen bir makroliddir) kemoterapi
veya hormon tedavileri ile birlikte kullanildiginda bazi tedaviye diren¢li meme kanseri
vakalarinda ilag etkinliklerini giiclendirdigi ve tiimor progresyonunu engelledigi bilinmektedir.
Ancak mTOR inhibitérlerinin immiinosupresyon ve metabolik bozukluklar gibi yan
etkilerinden dolay1r kombine tedavi arayislari siirmektedir. Bu baglamda TRIM36’nin meme
kanserindeki olast roliinlin aydinlatilmasi ve rapamisin ile kombine bir gen tedavisi

yaklagiminin etkinliginin arastirilmasi 6nem arz etmektedir.

Bu ¢alisma kapsaminda MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda TRIM36
ekspresyon seviyesi azaltilarak ve/veya rapamisin uygulanarak hem TRIM36’nin meme kanseri
ile iliskisi hem TRIM36 ile rapamisin iliskisi arastirilmistir. Oncelikle bulgulara gore
TRIM36’nin 65 kDa olan varyant1 daha fazla olmakla birlikte 81 ve 83 kDa’luk varyantlarinin
da (sirastyla varyant 4, 5 ve 1) meme kanseri hiicrelerinde eksprese edildigi gozlenmistir.
Yapilan deneyler sonucunda rapamisin uygulanmis her iki meme kanseri hiicre hattinda
TRIM36 protein seviyesinin anlamli derecede arttigi gozlenmistir. Rapamisinin mTOR’u

inhibe eden, hiicre proliferasyon ve biiyiimesini 6nleyen rolleri goz 6niinde bulunduruldugunda
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TRIM36’nin mTOR yolag: ile iligkili olabilecegi ya da rapamisin tarafindan dogrudan
indiiklenebilen bir hedef olabilecegi akla gelmektedir. Ayn1 zamanda TRIM proteinlerinin bazi
iiyelerinin otofaji ve hiicresel stres yanitinda rolleri oldugu bilinmektedir. Rapamisin ile
indiiklenen otofajik siire¢lerin TRIM36 ekspresyonunun artmasina yol agiyor olabilecegi de

olasidir.

Yakin zamanda TRIM36 protein seviyesinin tiimor boyutu, tiimor evrelemesi ve metastaz ile
negatif korelasyon gosterdigi bildirilmistir (Zhang et al., 2020) Aym arastirma grubu daha
sonraki ¢aligmalarinda, TRIM36 ekspresyon seviyesinin artmasinin, 6zofageal skuamoz hiicreli
karsinoma (ESCC) hiicrelerinde ve dokularinda B-katenin ubikuitilasyonunu ve yikimin
tetikleyerek hiicre dongiistinli durdurdugunu ve apoptozu indiikledigini gostermistir (Zhao et
al., 2022). Hepatoseliiler karsinoma (HCC) doku ve hiicreleriyle yapilan bagka bir ¢alismada
yine TRIM36’nin tiimdr baskilayici rol oynadigi bildirilmistir. si-TRIM36'nin Wnt/B-katenin
yolunu gii¢lendirdigini ve bunun sonucunda HCCLM3 ve Huh7 hiicre hatlarinda proliferasyon,
migrasyon ve invazyonu artirdigi gosterilmistir. Dolayisiyla TRIM36’nin, Wnt/B-katenin
yolagini inhibe ederek apoptozu artirdigi, proliferasyon, invazyon ve migrasyonu onemli
Olciide azalttig1 diistiniilmiistiir. Ayrica TRIM36’nin HCC dokularinda downregiile oldugu ve
bunun kétii prognoz ile iliskili oldugu belirtilmistir (Tong et al., 2022). Benzer sekilde akciger
adenokarsinoma (LUAD) hastalarinda TRIM36'nin diisiik ekspresyonu kotii prognoz ile
iligskilendirilmis ve ek olarak hiicre hatlarinda yapilan deneylerle hiicre proliferasyonunu inhibe
ettigi ve LUAD hiicre hatlarinda apoptozu tesvik ettigi bildirilmistir (Yu et al., 2022). Prostat
kanseri hiicre hatlar1 ile yapilan bagka bir ¢alismada da TRIM36’nin MAPK/ERK sinyal
yolaklarin1 zayiflatarak ve apoptozla iliskili yolaklar: diizenleyerek bir tlimor baskilayict rol

oynadigi ileri siirtilmiistiir (Kimura et al., 2018, Liang et al., 2018).

Bu c¢alismada ise meme kanseri hiicreleri MCF-7 ve MDA-MB-231°’de TRIM36
susturuldugunda hiicre gogiiniin arttigi goézlenmistir. Ancak MCF-7 de bu artis anlamlh
bulunurken, MDA-MB-231’de anlamli bir fark bulunmamistir. Bu bulgu yapilan diger
caligmalar1 da destekler nitelikte olup TRIM36’nin potansiyel bir timor baskilayici oldugunu
diisiindiirmektedir. Kanser hiicre gocli metastazin temel asamalarindan biridir ve TRIM36

hiicre gociinii 6nleyerek bu siireci inhibe eden bir baskilayici olabilir.

Hiicre proliferasyonu bakimindan TRIM36’nin susturulmasiin her iki hiicre iizerinde de

anlamli olarak bir fark olusturmadig1 gozlemlenirken; ilging olarak MCF-7 hiicrelerinde daha
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az sayida koloni olusumu goriiliirken MDA-MB-231 hiicrelerinde daha fazla sayida koloni
gozlenmistir. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri, meme kanseri hiicrelerinin farkli alt tiplerini
temsil etmektedir. MCF-7 hiicreleri ER pozitif ve daha az agresifken, MDA-MB-231 hiicreleri
ER negatif ve daha agresif bir fenotipe sahiptir. Bu farkliliklar, TRIM36'nin etkilerini farkl
sekillerde gdstermesine neden olabilir. Ornegin, TRIM36'nin MCF-7 hiicrelerinde apoptozu
daha fazla tetikleyerek koloni olusumunu azaltirken, MDA-MB-231 hiicrelerinde farkl: sinyal
yollarimi etkileyerek ¢ogalmay1 tesvik etmesi miimkiin olabilir. Bunun yani sira TRIM36'nin
hangi genlerin ekspresyonunu etkiledigi hiicre tipine gore degisebilir. Bu durumun

aydinlatilabilmesi i¢in bu konuda yapilacak daha fazla ¢caligsmaya ihtiyag¢ vardir.

MDA-MB-231 hiicrelerinde hem rapamisinin tek basina uygulanmasi hemde siTRIM36 ile
kombine uygulanmasi kontrole oranla hiicre gogiinii anlamli olarak azaltmaktadir. Ancak
MDA-MB-231 hiicrelerinde rapamisinin tek bagina uygulanmasinin hiicre gocii inhibisyonunda
daha etkili oldugu, TRIM36’nin susturulmasinin rapamisin etkisini azalttig1 gozlenmistir.
MCF-7 hiicrelerinde de rapamisin uygulamasi hiicre go¢iinii azaltmistir ancak kontrole kiyasla
anlamli bir fark bulunmamistir. Bununla birlikte bu hiicrelerde TRIM36’nin susturulmasiyla
birlikte rapamisin uygulanmasi hiicre go¢ilinti anlamli 6l¢iide azaltmistir. Bu bulgular g6z 6niine
alindiginda MCF-7 hiicrelerinde kombine uygulama, MDA-MB-231 hiicrelerinde sadece

rapamisin uygulamasi hiicre gociinii azaltacak bir terapdtik yaklasim olabilir.

MCF-7 hiicrelerinin rapamisin duyarli MDA-MB-231 hiicrelerinin ise rapamisin direncli
oldugu bilinmektedir (Yu et al., 2001, Chang et al., 2007). MCF-7 hiicrelerinde, rapamisin
diisiik konsantrasyonlarda G1 hiicre dongiisii durdurulmasina ve apoptoza neden olmaktadir
(Tuval-Kochen et al., 2013; Sokolosky et al., 2011). MDA-MB-231 hiicrelerinde ise benzer
etkileri elde etmek i¢in 6nemli 6l¢iide daha yiiksek dozlara ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir
(Chatterjee et al., 2015). Ancak her iki hiicrede de mTOR’u inhibe edebildigi ve meme
kanserinde antiproliferatif rol oynadig1 gosterilmistir (Chang et al., 2007).

Calismamizda MCF-7 hiicrelerinde rapamisinin tek basina uygulanmasi, hiicre
proliferasyonunu paradoksal olarak artirirken, MDA-MB-231 hiicrelerinde anlamli bir
azalmaya neden olmustur. siTRIM36’le rapamisinin kombine uygulanmasi ise, MCF-7
hiicrelerinde TRIM36 susturulmasinin tek basina uygulandigi gruba kiyasla koloni olusumunda
artisa neden olmustur. MDA-MB-231 hiicrelerinde ise kombine uygulama, koloni olusumunu

anlaml diizeyde azaltmistir. Bu sonuglar, MCF-7 hiicrelerinde rapamisin paradoksal etkisini ve
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TRIM36 susturulmasinin potansiyel modiilatér roliinii disiindiirirken, MDA-MB-231

hiicrelerinde kombinasyon tedavisinin anti-proliferatif etkisini gostermektedir.

MCEF-7 hiicreleri ER+, MDA-MB-231 ise ER- hiicrelerdir. MCF-7 hiicreleri &strojen
hormonuna duyarlidir ancak MDA-MB-231 hiicreleri dstrojen sinyaliyle bagimsiz bir sekilde
proliferasyon gosterirler. Meme kanserinde AR ekspresyonunun ER+ hastalarda sagkalimla
iliskili oldugu bilinmekte, ER- hastalara gére ER+ hastalarda ekspresyonunun anlamli olarak
daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Peters et al., 2009). Calismamizda androjen duyarh
TRIM36’nin da ER+ olan hiicre hattt MCF-7’de daha yliksek seviyede eksprese edildigi
gozlenmistir. TRIM36'nin hiicre tipine gore farkl etkiler gostermesi, hiicrelerin farklt hormon
sinyal yolaklarma bagimli olmasiyla iligkili olabilir. Ozellikle dstrojen reseptérii (ER) pozitif
MCF-7 hiicrelerinde ve ER negatif MDA-MB-231 hiicrelerinde gozlenen farkli etkiler, dstrojen
sinyal yolunun TRIM36 ekspresyonunu ve/veya fonksiyonunu modiile edebilecegini
diisiindiirmektedir. Dolayistyla dstrojen sinyal yolunu kullanan MCF-7 hiicreleri ile dstrojen
sinyalinden bagimsiz MDA-MB-231 hiicrelerinde gosterdigi etkiler farkli olarak
gozlenmektedir. Yiiksek go¢ yetenegine sahip olduklar1 disiiniildiigiinde, MDA-MB-231
hiicrelerinde TRIM36'nin gerek tek basina gerekse rapamisin ile birlikte kullaniminin gog
tizerindeki etkisi, MCF-7 hiicrelerinde oldugu kadar belirgin olmamistir. Bu durum, MDA-MB-
231  hiicrelerinin yiiksek gd¢ potansiyelinin, TRIM36 inhibisyonunun etkinligini

siirlayabilecegini diislindiirmektedir.

Meme kanserinde TRIM36’nin dahil oldugu siireclerin, bu proteinin meme kanseri ile
iligkisinin altinda yatan mekanizmalarin aydinlatilmas: i¢in etkilesim partnerlerinin, dahil
oldugu sinyal yolaklarinin detayli aragtirmalarina ihtiya¢ bulunmaktadir. Calismamizda
karsilagilan farkliliklarin  detayli incelenmesi, TRIM36’nin meme kanseri tedavisinde

potansiyel bir hedef olarak kullanilmasina 151k tutabilir.
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Bu calismada, ilk olarak TRIM36 mRNA ekspresyon seviyeleri normal ve tiimorlii meme
dokularinda incelenmistir. TRIM36’nin meme dokularinda ifade edildigi tespit edilmis olmakla
birlikte, normal ve timoOr dokular1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlemlenmemistir. Bu bulgular, TRIM36’nin meme kanseri gelisiminde dogrudan bir rol
oynamayabilecegini diisiindliirmektedir. Ancak, bu c¢aligma sinirli sayida hasta Ornegiyle
gerceklestirilmistir. TRIM36’nin meme kanserindeki potansiyel roliinii ve diger molekiiler
mekanizmalarla iligkisini daha ayrintili bir sekilde degerlendirmek icin daha genis 6lgekli ve

kapsamli veri setlerine sahip ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.

Ek olarak, meme kanseri hiicre hatlart MCF-7 ve MDA-MB-231’de TRIM36 proteinin
susturulmasinin, rapamisinin tek basina veya TRIM36 susturulmasiyla birlikte uygulanmasinin
hiicre gocii ve proliferasyonuna etkisi aragtirllmistir. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde
farkli sonuglar gozlenmekle beraber kombine uygulamanin meme kanseri patogenezinin
kontroliinde yeni bir terapotik yaklasim olabilecegi diistiniilmektedir. TRIM36 nin meme
kanserinde tiimor baskilayici bir rol tistleniyor olabilecegi ancak bunun farkli kanser tiplerinde
degisiklik gosterebilen bir rol olmas1 muhtemeldir. Bunun aydinlatilmas icin farkl: tipte meme
kanseri hiicrelerinde de arastirmanin yapilmasi, ek olarak TRIM36’nin etkilesim partnerlerinin

ve gorev aldigi sinyal yolaklarinin aydinlatilmasi 6nerilmektedir.
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