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OZET

KULTURE EDILMIiS MEME KANSERI HUCRELERINDE ATM, TRIM29,
TWIST1 IFADESINI KONTROL EDEN MOLEKULER MEKANIZMALARIN
ARASTIRILMASI

Muzaffer DUKEL

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Kayahan FISKIN
Subat 2016, 154 sayfa

Meme kanseri kadinlarda en sik rastlanan kanser tiiriidiir. Meme kanseri toplam
kanser vakalarinin %23’iinii ve kanserin neden oldugu dliimlerin %14’iini olusturur.
Kanserli hiicrelerin olusum siireci ve mekanizmalart ¢ok komplekstir. Kanserle
baglantili olan genlerin ekspresyonu ve kontroliiniin nasil saglandigini anlamaya
yonelik bir¢ok calisma yapilmaktadir. Kanserin olusum mekanizmalarinin anlasilmasi
kanser tedavisi i¢in farkli yontemler gelistirilmesine yardime1 olacaktir.

Kanser tedavisinde giiniimiizde en Onemli nokta erken teshis ve ¢ok yonlii
tedavidir. Artik insanlarin gen haritalar ¢ikarilmakta ve gelecekteki kanser yatkinlik
oranlar test edilmektedir. Bu ¢alismanin temel amaci gelecekte meme kanseri marker
geni olmaya aday ATM’nin, tiimor baskilayict gen oldugunu diisiindiigiimiiz TRIM29 ve
TWIST1 onkogeni arasindaki transkripsiyonel baglantilarin meme kanseri ve meme
epiteli hiicre gruplarinda belirlenmesidir.

Calisma kapsaminda ilk olarak ATM ve TRIM29 arasindaki transkripsiyonel
iligskinin gosterilmesi hedeflenmistir. Bu sebeple laboratuvarda bulunan 9 farkli meme
epiteli hiicre hattinda TRIM29 ekspresyonu test edilmistir. Bu hiicrelerden 7 tanesi
meme kanseri, 1 tanesi normal meme epiteli hiicresi ve 1 tanesi 6liimsiiz meme epiteli
hiicre hattidir. 4 hiicre hattinin TRIM29 ekspresyonuna sahip oldugu belirlenmistir.
TRIM29 ekspresyonu 2 meme kanseri hiicre hatti (SKBr3, MDA-MB-468), 1 normal
meme epiteli hiicresi (HMEC) ve kanser olusturma yetenegi olmayan MCF-10A
hiicrelerinde tespit edilmistir. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicreleri calisma
kapsaminda kiiltiire edilmistir. 2 adet TRIM29 eksprese etmeyen hiicre grubu (BT-549
ve MDA-MB-231) da ¢aligma boyunca kontrol grubu olarak kullanilmistir.

Bu hiicre gruplarindan SKBr3, MDA-MB-468, MDA-MB-231 ve HMEC i¢in
shRNA aracili, ATM inaktivasyonu saglanmis hiicreler elde edildi. SKBr3, MDA-MB-
468 ve HMEC hiicreleri i¢in ATM azalisim takiben TRIM29 protein ve mRNA
ekspresyonunda azalma, TWIST1 protein ve mRNA ekspresyonunda ise artma oldugu
tespit edildi. Daha sonra ATM tarafindan kontrol edilen transkripsiyon faktorleri
belirlendi. Bu transkripsiyon faktorleri NF-«B, HIF-1a, Sp1 ve ATF’dir. SKBr3, MDA-
MB-468, MDA-MB-231 ve HMEC icin NF-xB ve HIF-1la inaktivasyonu saglanmis
hiicreler elde edildi. HIF-1la ekspresyonu azaltilmis hiicre gruplarinda TRIM29 ve
TWIST1 ekspresyonu test edildi. NF-xB inaktivasyonu saglanmis hiicre gruplarinda ise
HIF-1a ve TRIM29 ekspresyonu degisimi analiz edildi. Bu iki gendeki azalmanin
TRIM29 protein ve mRNA ekspresyonunu azalttig1 tespit edildi. Buna karsilik HIF-1a



inaktivasyonunu takiben TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonunda artma tespit
edildi. TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonu ATM inaktivasyonu saglanmig MDA-
MB-231 hiicrelerinde degisime ugramazken, TWIST1 mRNA ekspresyonu HIF-1a
inaktivasyonu saglanmig MDA-MB-231 hiicrelerinde azaldi. Gen inaktivasyonlariin
hedef genler {izerine etkisi RT-PCR, es zamanli qRT-PCR ve western-blot yontemleri
ile analiz edildi.

HIF-1a artistnin TRIM29 ekspresyonunu nasil etkiledigini test etmek igin
SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicreleri hipoksiye maruz birakilmistir. Hipoksik
kosullar altinda, HIF-1o. ekspresyonundaki artis1 takiben TRIM29 ve TWIST
ekspresyonu degisimi test edilmistir. MDA-MB-231 ve BT-549 hiicreleri hipoksiye
maruz birakilarak TWIST1 ekspresyonu degisimi analiz edilmistir. TRIM29 mRNA ve
protein ekspresyonunun hipoksik kosullarda SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC
hiicrelerinde arttigi gozlenmistir. TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonu hipoksik
kosullarda TRIM29 ifade eden hiicrelerde degismedigi belirlenmistir. MDA-MB-231 ve
BT-549 hiicrelerinde ise hipoksik kosullarda TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonu
artmistir.

Hipoksik kosullarda TRIM29 ekspresyonunun arttigi anlagilmistir. Daha sonra
ATM ve HIF-/a inaktivasyonu saglanmig SKBr3 ve MDA-MB-468 hiicreleri hipoksiye
maruz birakilmis ve TRIM29 ekspresyonu degisimi analiz edilmistir. TRIM29’un
hipoksik kosullarda ekspresyon artisinin ATM ve HIF-1a bagimli oldugu gosterilmistir.

SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicre gruplart i¢gin TRIM29 ve TWIST1
ekspresyonu azaltilmis hiicreler olusturulmus ve genlerin etkilesimi test edilmistir.
TRIM29 ile TWIST1 arasinda antagonist bir etkinin oldugu tespit edilmistir. Meme
kanseri ve meme epiteli hiicrelerinde TRIM29 ekspresyonu diisiisiinii takiben TWIST1
ekspresyonu artmakta, TWIST1 ekspresyonundaki diisiis ise TRIM29 ekspresyonunu
artirmaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: Meme kanseri, hipoksi, ATM, HIF-la, TRIM29 ve
TWIST1
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ABSTRACT

UNDERSTANDING TRANSCRIPTIONAL CONTROL MECHANISMS OF
THE ATM, TRIM29, TWIST1 PATHWAY IN CULTURED BREAST CANCER
CELLS

Muzaffer DUKEL

PhD thesis, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Kayahan FISKIN
February 2016, 154 pages

Breast cancer is the most common cancer in women. Breast cancer is accounting
for 14% of deaths caused by cancer and 23% of total cancer cases. The formation
process and mechanisms of the cancer cells are very complex. There are many studies to
understand how to control and expression of genes associated with cancer.
Understanding the mechanisms in cancer formation can help to develop different
methods for the treatment of cancer.

The most important point the treatment of cancer is early diagnosis and
multifaceted treatment. Human gene maps have been obtaining and are being tested to
understand for cancer predisposition rate in future. The main purpose of this study is
that to describe transcriptional relationship between TRIM29 tumor suppressor gene,
TWIST1 oncogene and ATM, which is a candidate to be breast cancer marker gene, in
breast cancer and mammary epithelial cell lines.

We aimed firstly to understand the transcriptional relationship between ATM
and TRIM29. Therefore TRIM29 abundance were tested in nine different breast
epithelial cell lines in the laboratory. Seven of these cells are breast tumor cells, one of
these cell is non-tumorigenic mammary epithelium-derived cell and last one is human
mammary epithelium cells. We observed that TRIM29 was only detected in the tumor
lines SKBr3, MDA-MB-468, and non-tumorigenic mammary epithelium-derived
(MCF-10A) and human mammary epithelium cells (HMEC). SKBr3, MDA-MB-468
and HMEC were cultured for this study. Also we used BT-549 and MDA-MB-231 cell
lines which do not express TRIM29 as control during study.

We used shRNA mediated gene knockdown to diminish expression of ATM in
SKBr3, MDA-MB-468, MDA-MB-231 and HMEC cell lines. We measured a sharp
decrease expression in TRIM29 protein and mRNA, unlike increasing expression in
TWISTL1 protein and mRNA fallowing ATM knockdown. Then we determined
transcription factors controlled by the ATM. These transcription factors are NF-«B,
HIF-1a Spl and ATF. We obtained SKBr3, MDA-MB-468, MDA-MB-231 and HMEC
cell lines which have diminished expression of NF-«B and HIF-1a. Then we tested
TRIM29 and TWIST1 expression in HIF-1a knockdown cell lines. Also we analysed
expression of HIF-1a and TRIM29 in NF-«B knockdown cells. We found out that
expression of TRIM29 mRNA and protein decreased fallowing HIF-1a and NF-xB
knockdown unlike mRNA and protein expression of TWIST1 increased in HIF-1a
knockdown. TWIST1 mRNA and protein expression was stable fallowing ATM



knockdown in MDA-MB-231 cell, on the other hand TWIST mRNA expression
decreased in HIF-1a knockdown for same cell line. The effect of knockdown process on
target genes were tested by RT-PCR, real time gPCR and western-blot techniques.

SKBr3, MDA-MB-468 and HMEC cell lines were incubated under hypoxia to
understand how to effect increased expression of HIF-1o on TRIM29 and TWIST1.
MDA-MB-231 and BT-549 cells exposed to hypoxia were analyzed TWIST1 exchange.
We showed that, in SKBr3, MDA-MB-468 and HMEC cell lines, TRIM29 is
upregulation in response to hypoxia and also expression of TWIST1 did not change in
cell lines which express TRIM29 in response to hypoxia. We observed increases in
TWIST1 mRNA and protein expression in MDA-MB-231 and BT-549 cells during
hypoxia.

We found out that TRIMZ29 is upragulating in response to hypoxia. Then we
examined TRIM29 hypoxic response in ATM and HIF-/a knockdown SKBr3 and
MDA-MB-468 cells. We showed that hypoxia inducibile expression of TRIM29 is
ATM and HIF-1o dependent.

To understand the relationship between TRIM29 and TWIST1 we constituted
TRIM29 and TWIST knockdown SKBr3, MDA-MB-468 and HMEC cells and tested
MRNA and protein expression for those cells. We concluded that TRIM29 and TWIST
antogonize the activity of each other. We observed that TRIM29 knockdown results in
upregulation of TWIST1 and knockdown of TWIST1 drives up TRIM29 expression in
cultured breast cancer and mammary epithelial cells.

KEYWORDS: Breast cancer, hypoxia, ATM, HIF-1a TRIM29 and TWIST1
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ONSOZz

Bu ¢alisma TUBITAK tarafindan 2214-A yurt dis1 doktora siras1 arastirma bursu
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cok karmasik mekanizmalarin etkilesime gectigi bir siirectir. Bu siire¢ igerisinde her
veri ¢ok Onemlidir ve bu mekanizmalarin ¢oziilmesine katki saglayacaktir. Bu ¢alisma
bazi meme kanseri hiicrelerinde inaktif halde bulunan, bazilarinda ise yiiksek oranda
ifade edilen TRIM29 proteininin transkripsiyonel kontrol yolaklarinin belirlenmesi
acisindan ve bu proteinin onkogenik protein olan TWIST1 ile baglantisinin gosterilmesi
bakimindan 6nem teskil etmektedir.

Doktora ders siireci ve tez ¢alismalarim boyunca her tiirlii destegini esirgemeyen
danigman hocam sayin Prof. Dr. Kayahan FISKIN’a saygi ve siikranlarimi sunarim.
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1. GIRIS

Kanser kontrolsiiz olarak boliinen ve biiyliyen anormal hiicreler ile karakterize
olmus bir hastalik grubudur. Normal bir hiicreden kanserli bir hiicreye doniistim siireci
karmasik bir siirectir ve bu siire¢ kanserin olusacagi dokuya gore farklilik gosterebilir.
Kanserli hiicreler ilk olustuklar1 dokudan kontrolsiiz biiyiime ve bdliinme sonrast komsu
dokular1 isgal edebilir ki bu siire¢ invazyon olarak bilinir. Ayrica kanserli hiicrelerdeki
ileri mutasyonlar bu hiicrelere metastaz yetenegini kazandirir. Metastaz 6zelligi kazanan
bu hiicreler kaynak dokudan kan ve lenf damarlar1 yardimi ile uzak doku ya da
organlara yayilabilir. Bilindigi iizere kanser bir tek etkenin etkisi ile ortaya ¢ikan bir
hastalik degildir. Bir¢ok etkenin ortaklasa ortaya c¢ikardigi, karmasik ve tedavisi zor bir
hastaliktir. Kanser hem digsal faktorlerin (tiitiin kullanimi, radyasyon, bulasici
organizmalar ve kimyasallar) hem de igsel faktorlerin (kalitimsal mutasyonlar,
hormonal ve bagisiklik sistemi bozukluklari) etkisi ile ortaya ¢ikabilir.

Diinya saglik orgiitii verilerine gére kanser ekonomik olarak gelismis iilkelerde
baslica 6lim nedenidir ve Amerika Birlesik Devletleri’nde en yaygin ikinci 6lim
nedenidir. Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi verilerine gore 2008 yilinda 12,7
milyon yeni kanser teshisi yapilmis ve bu vakalarin 7,6 milyonu olim ile
sonuclanmustir. 2030 yili itibariyle kanser vakalarmin 21,4 milyonu asacagi, o6liim
vakalarinin ise 13,2 olacagi tahmin edilmektedir (Center vd 2011). Meme kanseri
akciger kanserinden sonra en sik rastlanilan ikinci kanser tiirii olup, kanserin neden
oldugu oliim vakalarinda besinci siradadir ve kadinlarda 6liime neden olan baslica
kanser tiiridiir (Jemal vd 2011).

Biitiin hastaliklarin ortaya ¢ikis siirecinde oldugu gibi, kanserin meydana
gelmesinde etkili risk faktorleri vardir. Meme kanseri ig¢in baslica risk faktorleri
cinsiyet, yas ve kalitimsal faktorler olarak siralanabilir. Kadin olmak meme kanseri i¢in
bir risk faktoriidiir. Erkeklerde de meme kanseri vakasi tespit edilmis olmasina karsin,
bu durumun gozlenme olasiligi kadinlarda meme kanseri gozlenme olasiligina kiyasla
cok diisiik bir ihtimaldir. Yas faktorii biitiin kanser tiirlerinde oldugu gibi meme
kanserinin ortaya ¢ikmasinda etkili ikinci faktordiir. Meme kanseri vakalarinin %5-10
seviyesinde kalitimsal oldugu diisiiniilmektedir. Kalittmsal meme kanseri vakalarinin
biiyiilk c¢ogunlugu BRCA1 ve BRCAZ genlerindeki mutasyonlardan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Bu genlerin yan1 sira ATM, TP53, CHEK2, PTEN, CDH1, STK11 ve
PALB2 genlerindeki mutasyonlarin meme kanseri gelisiminde etkili oldugu
bilinmektedir (Apostolou ve Fostira 2013).

Diizenli ve saglikli beslenme aligkanliginin edinilmesi, tiitlin kullaniminin
durdurulmasi, diizenli spor yapma ve obezitenin azaltilmasi yollar1 ile kanserin neden
oldugu ac1 ve oliimler azaltilabilir. Bunlarin yani sira belli araliklarla yapilan kanser
tarama testleri ve kansere yatkinlik miktarinin belirlendigi genetik testler kanser ortaya
cikmadan veya erken asamada tedavi i¢in biiyilk 6nem tasimaktadir. Biitiin kanser
vakalar ile miicadelede erken teshisin 6nemi biiyiiktiir. Kanseri 6nceden bilmek ya da
erken asamada teshis etmek i¢in yeni yontemler gelistirilmektedir. Kanser marker
proteinleri bu amaca hizmet etmektedir. Giiniimiizde biitiin kanser tiirleri i¢in ortak ve
ayrica belirli kanser tiirlerinde baskin olarak tespit edilen marker proteinler vardir ve
yeni marker proteinlerin belirlenmesi i¢in yogun caligmalar yapilmaktadir. Kanser
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molekiiler biyolojisindeki gelismeler 1s181nda, kanser marker proteinleri ile ilgili artan
bilgiler bu proteinleri veya genleri hedef alan 6zel ilaglarin gelistirilmesine ve ¢ok yonlii
kanser tedavisine biiyiik katki saglayacaktir (Raymond ve Ruddon 2007).

Kanser hiicreleri genellikle 2 grup gende meydana gelen mutasyonlar sonucunda
olusur. Bu gen gruplari proto-onkogenler ve tiimor baskilayict genlerdir. Onkogenler ya
artan gen ekspresyonu ya da kontrolsiiz olarak kodlanan proteinler araciligi ile hiicrede
genetik degisiklige sebep olarak anormal hiicre bolinmesini uyarirlar. Timor
baskilayict genler hiicre biliylimesini ve boliinmesini kontrol ederek tiimor gelisimini
engeller. Cogu tiimdrde, tiimor baskilayici genler ya aktivasyonlarini kaybetmisler ya da
inaktif hale gecmislerdir. Bu yolla tiimor hiicreleri kontrolsiiz olarak biiylir ve ¢ogalirlar
(Cooper ve Hausman 2000).

Bu ¢alismanin temel amac1 meme kanseri marker proteini olabilecegi diisiiniilen
ATM proteininin, meme kanseri i¢in tiimor baskilayici oldugu diistiniilen TRIM29 ve
TWIST1 onkogeni arasindaki transkripsiyonel iligkinin bazi meme kanseri ve meme
epiteli hiicresinde arastirilmasidir.
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2. KURAMSAL BIiLGILER ve KAYNAK TARAMALARI
2.1. Meme Kanseri ve Epidemiyolojisi

Meme kanseri, meme dokusunda bir¢ok kompleks molekiiler ve epigenetik
mekanizmanin etkisi ile ortaya ¢ikan bir kanser tiirtidiir. Meme kanserinde de diger
kanser vakalarinda oldugu gibi kanser olusumu siirecinin arkadasindaki molekiiler
mekanizmalar tam olarak ¢oziilememistir.

Meme kanseri meydana gelme orant popiilasyon demografisi ve hayat
standardina gore degisir. Gelismis tilkelerde (Avrupa, Yeni Zelanda, Kuzey Amerika ve
Japonya) meme kanseri insidans1 (67,8/100.000) geri kalmis iilkelere (Afrika, Giiney
Amerika ve Japonya hari¢ biitiin Asya) gore (23,8/100.000) daha fazladir. Meme
kanseri diinya capinda kadinlar i¢in en 6liimciil kanser tiiriidiir ve kadinlarda goriilen
kanser vakalarinin %30’unu meme kanseri olusturmaktadir. Meme kanseri kadinlarda
kanserin sebep oldugu 6liimlerin %18’ini olusturmaktadir. Her yeni yilda bir milyondan
daha fazla yeni meme kanseri vakasi tespit edilmektedir. Diinya saglik orgiitii verilerine
gore 2008 yilindan 1.383.500 yeni meme kanseri vakasi meydana gelmis ve bunlardan
458.400°t o6lim ile sonuglanmistir. Avrupa’da her yeni yil 180.000, Amerika’da
184.000 yeni meme kanseri vakasi tespit edilmektedir (Porter 2009, Curado 2011,
Eroglu 2011, Jemal vd 2011, Okutur 2011).

Ulkemizde de meme kanseri kadinlar arasinda en sik rastlanan kanser tiiriidiir ve
vakalar son yillarda artis gostermistir. Ayrica bat1 bolgelerinde meme kanseri insidansi
(50/100.000) doguya gére (20/100.000) 2 katindan daha fazladir (Ozmen 2009). Saglik
bakanlig1 verilerine gére meme kanseri insidansi 2005 yilinda 18/100.000, 2006 yilinda
37/100.000 iken 2008 yilinda 41/100.000 olarak belirlenmistir. Yine bakanlik verilerine
gore her yil 30.000 yeni vaka meydana gelmektedir (Okutur 2011, Kardas 2015).

Kadinlardaen sikgériilen kanser tiirleri (YSH-100.000)

mMeme
mTiroid
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Sekil 2.1. Tiirkiye’de kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirleri ve miktarlar
(Saglik Bakanlig1 2006)
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2.2. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanseri i¢in baslica risk faktorleri yas, cinsiyet, aile hikayesi, yasam tarzi
ve ¢evresel faktorler olarak siniflandirilabilir. Yas meme kanseri igin en iyi arastirilmis
ve veri toplanmis risk faktoriidiir. Kadinlarda 30 yasindan 6nce meme kanseri insidansi
(25/100.000) olduke¢a diisiiktiir ancak 30 yasindan sonra 80’li yaslara kadar bu oran
artip en iist rakama (500/100.000) ulasmaktadir. 80 yasindan sonra insidans miktari
tekrar azalmaktadir (McPherson 2000, Singletary 2003). Erken menarj (12 yasindan
once) ve ge¢ menopoz (geciken her yil i¢in) meme kanseri olusma riskini artirmaktadir
(Oldenburg vd 2007). Dogum Oykiisii ve dogum yapma yasi meme kanseri olma riskini
etkileyen diger bir faktdrdiir. ilk dogumunu 30 yasindan sonra yapmis kadinlar, ilk
dogumunu 20 yasindan Once yapmis kadinlara gore 2 kat daha fazla meme kanseri
insidansina sahiptirler. Ilk dogumunu 35 yasindan sonra yapmis kadmlar en riskli grubu
olustururlar ki, bu gruptaki meme kanseri insidansi hi¢ dogum yapmamis kadinlardan
bile daha yiiksektir (Singletary 2003).

Cinsiyet meme kanseri i¢in dnemli bir risk faktoriidiir, erkeklerde meme kanseri
olabilir fakat bu oran olduk¢a dustiktiir. Erkekler ve kadmmlar meme kanseri igin
ilerlemis yas ve aile hikayesi gibi ortak risk faktorlerine sahiptirler. Ayrica, meme
kanseri insidansi son yillarda erkeklerde de artis gostermistir. Erkek bireylerdeki meme
karsinomlar1 biitin meme karsinomlarinin  %0,6’sim1  olustururken, erkeklerde
gozlemlenen biitiin kanserlerin %1’inden daha az bir miktarin1 olusturmaktadir
(Giordano vd 2004, White vd 2011).

Aile gecmisi ile iligkili meme kanseri olma riski, ¢evresel ve genetik faktorlerin
ortak etkisi sonucu ortaya ¢ikan kanser vakalarma oranla kii¢iik bir miktar1 temsil
etmektedir. Aile gegmisinin kansere olan etkisi, kanser olmus bireylerin akrabalik
dereceleri, yas1 ve ailede kag bireyin kansere yakalandigi ile ilgilidir (Pharoah vd 1997).

Bat1 iilkelerinde meme kanserlerinin %10’unun aile hikayesine dayandigi
diisiiniilmektedir. Ingiltere’de yapilan bir calismaya gore normal kosullarda meme
kanseri olma riski %8 iken, 50 yasindan dnce meme kanserine sahip bir ya da iki tane
birinci dereceden akrabaya sahip kisilerin hayat boyu meme kanserine yakalanma
risklerinin %12-25’e yiikseldigi tespit edilmistir (Price vd 2008). BRCA1 ve BRCA2
genlerinde mutasyon bulunan kadinlarin normal kisilere gére meme kanseri olma
olasiliklar1 %60-80’den daha fazladir (Ford vd 1998).

Kanser olusumu ve ilerlemesi siirecinde, yasam tarzi1 ve ¢evresel faktorler farkl
kanser tiirlerine degisik seviyelerde etki yapabilir. Isvicre, Danimarka ve Finlandiya’da
ikizler ve kanserli bireylerin bulundugu aileler ile yapilan ¢aligmalar, meme kanserinin
%60’1indan daha fazlasinin gevresel etiyolojiye sahip oldugunu gostermektedir (Coyle
2004).
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Sekil 2.2. Meme kanseri belirtileri ve risk faktorleri (Canceravoidmid 2015)

Beslenme sirasinda dogal ya da kimyasal bir¢ok karsinojene maruz kalinabilir.
Cok pismis et tikketiminin meme kanseri riskini artirdigi rapor edilmistir (Zheng vd
1998). Ayrica yiiksek oranda doymamis yag asitleri ile beslenmenin meme kanseri
olusumu ile zayif bir baglantisinin oldugu rapor edilmistir (Dumitrescu ve Cotarla
2005). Ostrojen ve androjen seviyesi artmis kadinlarda yiiksek alkol tiiketiminin meme
kanseri olma riskini artirdig1 diigiiniilmektedir (Singletary ve Gapstur 2001). Buna ek
olarak erken menarj ve ge¢ menopozun sebep oldugu artmis strojen maruziyeti, yiikksek
kemik yogunlugu ve obezite meme kanseri riskini artirmaktadir. Bagimsiz yapilmis iki
caligma yiiksek serbest plazma Ostrojen miktarinin artmis meme kanseri riski ile
baglantili oldugunu gostermistir (Yue vd 2013).

Meme bezlerinin uzun siireli iyonize radyasyona maruz kalmasi meme kanseri
riskini artirdig1r yapilan caligmalar ile gosterilmistir. Radyasyonun kanser olusumuna
etkisi maruz kalma siiresi ve miktarina gore degisebilir (Biglia vd 2004).
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2.3. Meme Kanseri Gelisim Siireci

Kanserin gelisim siireci her kanser tiirli i¢in degisik asamalar igerebilir. Meme
kanseri i¢in ortaya atilmig bir¢ok gelisim modeli vardir. Meme kanseri meme kanallari
ya da meme loblarinda olusur. Diinya ¢apinda meydana gelen meme kanseri vakalarinin
yaklasik %80 oraninda meme kanallarindan koken aldigi diisiiniilmektedir (Bombonati
ve Sgroi 2011). Vogelstein vd (1988)’in kolon kanseri gelisim modeli, meme kanseri
icin en ¢ok kabul edilenidir. Cok asamali bu siire¢ normal hiicrelerin (terminal kanal
lobiil tinitesi) hiperplazi olusturmasi ile baslar ve bu olaylar1 karsinoma in situ, invaziv
karsinoma ve metastaz olusumu takip eder (Wellings vd 1975).

Meme kanseri hiicresel baslangici igin sporadik klonal evrim modeli ve kanser
kok hiicresi modeli olmak iizere 2 6nemli hipotez degerlendirilebilir. Sporadik modele
gore rasgele mutasyonlar herhangi bir hiicrede olabilir ve iist iiste mutasyonlarin
meydana geldigi hiicre, kanserleserek kanserli dokuyu olusturur. Kanser kok hiicresi
modeline gore ise sadece kanser kok hiicresi kanserin baslangict olabilir ve mutasyonlar
rasgele degildir (Bombonati ve Sgroi 2011).

Kanser olusumunun arkasindaki molekiiler olaylarin tam anlamiyla ortaya
c¢ikarilmasi ¢ok uzun ver zorlu bir siiregtir. NF-kB, STAT, TGF-$, Notch, Wnt ve IGF
gibi proteinlerin gorev aldigi gelisim siirecindeki énemli yolaklar, meme kanserinde
yeniden diizenlenmislerdir. Bir meme kanseri risk faktorii olan 6strojen, meme kanseri
olusum ve gelisim siirecinde ¢ok onemlidir. ERa ve ERP birlikte diger bir¢ok sinyal
iletim faktoriiyle birlikte meme kanserinin merkezi kontrol sistemini olusturur (Karahan
2015).

normal kanser
hiicreler ™ . hicreleri

hicreduvan hiicre duvari el hiicre duvarn

Normal duktus veya lobiil in situ (invaziv olmayan) Invaziv kanser hiicreleri
kanser hicreleri

Sekil 2.3. Meme kanseri gelisim siireci modeli (Kocer 2014)
2.4. Meme Kanseri Molekiiler Biyolojisi

Meme kanseri hiicrelerindeki genomik degisiklikler; DNA amplifikasyon sayist
degisimleri, DNA kol kiriklar1 ve gen mutasyonlaridir. Somatik hiicrelerde meydana
gelen mutasyonlar; genomik kararlilik saglanmasi, hiicre boliinmesi ve hiicre adezyonu
gibi gorevlerde yer alan genlerin inaktivasyonu veya anormal aktivasyonuna neden
olarak normal hiicrelerin kanserli hiicrelere doniismesine yol agar. Meme kanserindeki
belirlenmis genetik bozukluklar; MYC, ERBB2 ve CCDN1 onkogenlerinin
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amplifikasyonu, TP53 ve CDHL1 gibi tiimor baskilayict genlerin mutasyonu ve 1, 3p, 6q,
79, 8p, 9p, 10q, 11, 13q, 16q, 17, 18q, 22q ve X kromozomlarindaki heterozigozite
kaybidir (Ingvarson 1999).

2.4.1. Onkogenler

Protoonkogenler normal hiicre biiylimesi ve boliinmesi siirecine yardimci olan
genlerdir. Karsinojenlerin sebep oldugu genomik mutasyonlar, protoonkogenlerin
normal davraniglariin disina ¢ikmasini saglar ki bu durum kontrol disi hiicrelerin
ortaya c¢ikmasina neden olur. Bu asamadan sonra protoonkogenler, onkogen olarak
isimlendirilir. Hiicre boliinmesini ve biiyiimesini inhibe eden tiimoér baskilayici genlerin
aksine, onkogenler hiicre boliinmesini ve hiicre biiylimesini uyarir (Osborne vd 2004).

Meme kanserlerinde yogun olarak tanimlanmis birgok onkogen vardir. HER-2
meme kanseri vakalarinin yaklagik %20-30’unda yiiksek aktivasyon gosterir (Harari ve
Yarden 2000). Ras ve Myc ailesine ait bir¢ok genin meme kanserinde asir1 ekspresyonu
gozlenmistir. Ras ailesine ait onkogenlerin nokta mutasyonlart akciger, kolorektal ve
pankreas kanserinde aktivasyon gdstermesine ragmen ilging bir sekilde meme
kanserinde bu mutasyonlar yiiksek oranda gézlenmez (Downward 2003). Protoonkogen
c-Myc insan meme tiimdorlerinde yaygin olarak asiri ifade edilir. c-Myc geninin asir
ekspresyonunun meme kanserlerinde tiimorijenik etkisi bulunmaktadir (Nass ve
Dickson 1997).

Hiicre dongiisii ve boliinmesi, hiicrelerde siki bir sekilde kontrol altindadir.
Siklinler, siklin bagimh kinazlarin diizenleyici alt tniteleridir ve siklin A, B1, C, D1,
D2, D3 ve E olarak siniflandirilirlar. Bu genlerin %35 oraninda meme kanseri
hiicrelerinde aktivasyon artis1 gosterdigi belirlenmistir. Siklin D1 meme kanseri
hiicrelerinde en yiiksek (%40-50) oranda eksprese edilen siklin ¢esididir (Buckley vd
1993, Steeg ve Zhou 1998).

2.4.2. Tiimor baskilayici genler

Tlimor baskilayici genler hiicre boliinmesini kisitlayan, DNA hasarini tamir eden
ve hiicrenin 6lim zamanma karar veren mekanizmalarin kontroliinii saglarlar. Bu
genlerin fonksiyonlarint kaybetmesi kot huylu (malin) tiimorlerin olusmast ile
sonuglanir. Klasik teoriye gore tiimor baskilayict genlerin inaktivasyonu, timor
baskilayict genlerin bir alelinin kayb1 ve diger alelin mutasyonu sonucu ortaya ¢ikar
(Oesterreich ve Fuqua 1999). Ancak gilinlimiizde yapilan g¢aligmalar bu genlerdeki
aktivasyon kaybinin bir¢ok nedeni olabilecegini gostermektedir. Foster vd (1998)
HMEC hiicreleri ile yaptiklar1 ¢aligmada p16 geninin CpG adaciklarindaki metilasyon
sonucu inaktive olabilecegini gostermislerdir. Insan papilloma viriisii tarafindan iiretilen
Ees onkoproteininin, pS3 tiimor baskilayici proteini yapisini bozarak inaktive edebilecegi
gosterilmistir (Storey vd 1998). Ayrica BRCAL ve p53 gibi tiimor baskilayici genlerin,
meme kanseri hiicrelerinde lokasyon kayiplari sonucu inaktivasyona ugradiklari
belirlenmistir (Moll vd 1992, Chen vd 1995).

p53 biitiin timor baskilayicit genler arasinda en ¢ok calisilan gendir ve biitiin
kanserlerin  %50’sinden daha fazlasinda bu gen mutasyona ugramistir. Meme
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kanserlerinin yaklasitk %40’inda p53 geni mutasyonludur (Hollstein vd 1991,
Oesterreich ve Fuqua 1999). Retinablastom erken ¢ocukluk doneminde ortaya ¢ikan ve
retinada malign timoér olusumunun gozlendigi bir kanser tiridir. Rb geni
Retinoblastomlu hastalarda tanimlanmis bir tiimor baskilayict gendir. Meme kanseri
hiicre kiiltiirlerinde yapilan ¢alisma Rb geninin %25 oraninda bu hiicrelerde mutasyonlu
oldugunu gostermistir (T’ Ang vd 1988, Goodrich ve Lee 1993). Adenomatoz polipozis
koli, APC tiimor baskilayici genindeki mutasyon sonucu ortaya ¢ikan bir
adenokarsinom c¢esididir. Farkli ¢alismalarda meme karsinomlarinda farkli oranlarda
APC tiimor baskilayici geninin mutasyonlu oldugu gosterilmistir (Thompson vd 1993,
Kashiwaba vd 1994).

BRCA1, BRCA2, BRCA3 ve PTEN meme kanseri i¢in iyi calisilmig timor
baskilayic1 genlerdir. BRCAL ve BRCA2 mutasyonuna sahip bireylerde meme kanseri
goriinme riski yiliksektir. BRCA genlerinin DNA hasarinin tespiti ve apoptozisi
tetikleme gorevleri oldugu distiniilmektedir (Hallam vd 2015). BRCA3 mutasyonlarinin
meme kanseri ile iligkili oldugu ile ilgili baz1 kanitlar vardir ancak bu gen ¢ok iyi
calistilmamistir (Oesterreich ve Fuqua 1999). PTEN geni mutasyonlar1 Cowden
hastaligina sahip bireylerin c¢ocuklarinda gozlenmistir. Birgok meme kanseri hiicre
hattinda bu gen mutasyonu tespit edilmistir (Freihoff vd 1999).

Cizelge 2.1. Meme kanseri ile iligkili yatkinlik genleri ve bu genlerdeki mutasyonlarin
hayat boyu olusturabilecekleri kanser riskleri (Apostolou ve Fostira 2013)

Gen ve Konum Kanser Tiirii Hayat Boyu
Risk (%0)
BRCA1-17gq12-21  Kadin meme kanseri, ovaryum kanseri 40-80
BRCA2-13912-13  Meme kanseri (erkek ve kadin), ovaryum, 20-85
prostat ve pankreas kanseri
TP53-17913.1 Meme kanseri, sarkomlar, 16semi, beyin 56-90
tiimorleri, adrenokortikal karsinom, akciger
kanseri
PTEN-10qg23.3 Meme ve endometriyal kanser 25-50
STK11-19p13,3 Meme, ovaryum, rahim agzi, rahim, testis, 32-54
bagirsak ve kolon karsinomlari
CDH1-16922.1 Kalitimsal diffiiz mide kanseri, lobiiler meme 60
ve kolorektal kanser
ATM-11g22.3 Meme ve ovaryum kanserleri 15-20
CHEK2-22qg12.1 Meme, kolorektal, yumurtalik ve bagirsak 25-37
kanserleri
PALB2-16p12.1 Meme, pankreas, ovaryum kanserleri ve erkek 20-40

meme kanseri

ATM bu tez calismasinin baslangi¢ noktasini olusturmus, BRCAL, p5S3 ve CHK2
gibi tiimor baskilayici genlerin aktivasyonunda rol alan bir protein kinazdir.
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2.5. Ataksi-Telanjiektazili ve ATM Geni

ATM, Ataksi-Telanjiektazili insanlarda mutasyona ugramis bir genin iriini
olup, DNA hasarina yanit olarak olusan bir protein kinazdir (Shiloh 2003). Otozomal
resesif ve norodejeneratif bir hastalik olan Ataksi-Telanjiektazili fonksiyonel ATM
proteini eksikligiyle karakterizedir ve erken ¢ocukluk déneminde belirtileri oraya ¢ikar
(McKinnon 2004, Kiragawa ve Kastan 2005). A-T’li hastalarda meydana gelmis
300’den fazla farkli ATM geni mutasyonu belirlenmistir ve bu mutasyonlar ATM
proteininin olgunlagsmadan parcalanmasi ile sonuglanir (Khanna vd 2001). Bu hastaligin
gozlemlendigi bireylerde erken yaslanma, immiin yetmezligi, kromozomal kararsizlik,
serebellar dejenerasyon ve yiiksek oranda lenfoma gézlemlenir. A-T hastalarindan elde
edilen hiicre kiiltiirleri ile yapilan ¢alismalarda bu hiicre gruplarinin iyonize radyasyona
kars1 asir1 hassas oldugu ve meydana gelen DNA ¢ift kol kiriklarin1 onaramadigi tespit
edilmistir (Crawford 1998, Shiloh ve Kastan 2001).

ATM geni 11. kromozomda bulunmaktadir ve 9168 niikleotidlik ORF bolgesi
icermektedir. ATM geni 150 kb DNA iizerine yayilmis 66 ekson bolgesi icermektedir,
370 kDa biiyiikliigiinde bir proteini kodlar ve bu protein 3056 amino asit igermektedir.
A-T hastalarinda ki tespit edilmis farkli mutasyonlar, ATM proteini kodlayan biitiin bir
genin ¢ok farkli bolgelerinde tanimlanmiglardir. Bu mutasyonlarin ¢ogunlugunu genis
delesyonlar ve fonksiyonel olarak inaktif proteinlerin olusmasina sebep olan nokta
mutasyonlart olusturur (Platzer vd 1997).

2.5.1. ATM meme kanseri iliskisi

A-T’li bireylerin normal popiilasyona kiyasla kansere yakalanma risklerinin
daha yiiksek oldugu ilk olarak Swift vd (1991) tarafindan yapilan calisma ile
gosterilmistir. Daha sonra yapilan diger birgok calisma bu calismay1 destekler nitelikte
olmustur ve analizler A-T hastalarinda en sik gozlenen kanser tiiriiniin meme kanseri
oldugunu gostermektedir (Morrell vd 1986, Swift vd 1991, Angele ve Hall 1999,
Ahmed ve Rahman 2006). ATM inaktif hiicreler yiiksek oranda genomik kararsizlik
gosterirler. Insan ve farelerdeki ATM inaktif soylarla yapilan arastirmalar, artmis kanser
yatkinligini isaret etmektedir. Epidemiyolojik ¢aligmalar ATM tiimor baskilayict geni ile
meme kanseri riski arasindaki baglantiyr isaret etmektedir. A-T’li disi heterozigot
bireylerle yapilan c¢aligmalar, ATM mutasyonunun meme kanseri riskini 2 ile 5 kat
arttirdigini gostermistir (Thompson vd 2005, Renwick vd 2006). Bu nedenlerden dolay1
ATM genis oranda kabul edilen tiimor baskilayict bir gendir. Ancak ATM proteininin
meme kanserinin baskilanmasindaki fonksiyonunu tam olarak nasil gerceklestirdigi net
degildir.

2.5.2. ATM proteini ve diger PIKK iiyeleri

ATM proteini COOH ug¢ bolgesine sahiptir ve bu yapt ATM’yi yiiksek
organizasyonlu memeli canlilardan, tek hiicreli organizmalara kadar korunmus olan bir
protein kinaz ailesi tiyesi yapmaktadir (Banin vd 1998, Chaturvedi vd 1999). Bu protein
ailesinin tiyeleri 6zel bir yag kinaz motifi igeren, fosfatidilinositol 3-kinaz (P13K) ailesi
tiyeleri ile benzerlik gosterir ve fosfatidilinositol 3-kinaz ile iliskili kinazlar (PIKKS)
olarak isimlendirilirler. PIKK ailesinin ATM disindaki tyeleri; ATR, DNA-PKcs,
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MTOR, SMG-1 ve TRRAPtir (Lempiainen ve Halazonetis 2009). Bu protein ailesinin
tiyeleri aktif durumda iken olusan strese karsi hiicresel yaniti organize ederler. ATM,
ATR ve DNA-PKcs, DNA hasarima karsi olusan hiicresel yanitin yonetilmesinde gorev
almaktadir (Durocher ve Jackson 2001). mTOR hiicre biiyiimesinde, hiicrenin besin
ihtiyaci, enerji doniisiimlerine ve gevresel strese karsi olusan cevaplarin kontroliinde
gorev alir (Wullschlegervd 2006). SMG-1 kismen zararli ve kullanilmayan proteinlerin
kodlanmasinda gorev alan mRNA fazlaliginin olusmasmni Onleyen mekanizma
icerisinde yer alir (Yamashita vd 2005). TRRAP proteini ATM ile yiiksek benzerlik
gostermektedir ve transkripsiyonel adaptor protein olarak gorev  yaptigi
diisiiniilmektedir (McMahon vd 1998).

2.5.3. ATM aktivasyonu ve bunu takip eden yolaklar

Hiicresel DNA’da siirekli olarak ¢esitli nedenler ile hasar meydana gelir.
Meydana gelen bu hasar; tamir mekanizmalarini, hiicre dongiisii kontrol noktalarini ve
hiicre 6limiinii diizenleyen sinyal yollarini aktive eder (Banin vd 1998). ATM proteini
normal hiicrelerde dimer veya multimer seklinde inaktif haldedir. Cevresel uyaranlar ile
hiicrede bir zarar olusur ise ATM aktif hale gelir. ATM aktivasyonu ile ilgili farkli
genotoksik ajanlarin farkli etkilerinin oldugu disiiniilmektedir. Bakkenist ve Kastan
(2003) hiicrelerin IR’ye maruz birakilmasimi takiben ATM proteininin kendi kendini
fosforilleyerek aktive oldugunu tespit etmislerdir. Bu fosforillenme islemi sirasinda
dimer haldeki ATM molekiiliiniin kinaz bolgesi diger ATM proteininin 1981. serin
amino asidini fosforiller ve kompleks ayrilir (Bakkenist ve Kastan 2003).

ATM aktivasyonu igin diger bir yol Mrell/Rad50/Nbsl (MRN) kompleks
proteininin varligidir ki, bircok ¢alisma DNA hasar1 sonrast ATM aktivasyonu igin
MRN proteininin gerekli oldugunu gostermektedir. MRN kompleksi Mrell, Rad50 ve
Nbs1(p95) proteinlerinden olusur (Trujillo vd 1998, Lee ve Paull 2005, Lee ve Paull
2007). Nbsl alt biriminin DNA hasar yanit1 ve hiicre boliinmesi kontrol noktalarinin
diizenlenmesinde ATM proteinini aktive eden birim oldugu birgok ¢alismada
gosterilmistir (Lim vd 2000, Buscemi vd 2001, Girard vd 2002). Hiicresel DNA
hasarina birgok g¢evresel etki yol agmakla birlikte diger DNA hasar1 nedeni oksitatif
strestir. Hiicrelerdeki ROS (reaktif oksijen tiirleri) miktar1 artip DNA hasari meydana
geldigi zaman ATM proteini aktiflesir ve bu protein DNA hasar yanitin1 baglatir (Guo
vd 2010).

Hiicresel genotoksik stres disinda; hipoksi, yiliksek tuz konsantrasyonu ve
HDAC (histon deasetilaz) inhibitorlerinin de ATM proteini aktivasyonu sagladigi
bilinmektedir. Hipoksik kosullar altinda ATM’nin 1981. serin amino asidi fosforillenir
ve aktif hale gelen ATM, Chk2’yi fosforiller. Bu olaylar1 bircok asagi yonli sinyal
iletim yolaginin islev gormesi takip eder (Shiloh ve Ziv 2013).

Giliniimiizde yapilan diger ¢alismalar diisiindiirmektedir ki; ATM c¢ok yonlii bir
proteindir ve sadece DNA hasarina olusturulan yanitta degil, hiicre homeostazisini
saglamak icinde gorev almaktadir. Ancak ATM ile ilgili yapilmis ¢ogu c¢alisma bu
proteinin DNA ¢ift kol kiriklarina kars1 olusturdugu yanit ile ilgilidir. DNA hasari nasil
ortaya ¢ikarsa ¢iksin, bu durum ATM proteininin bir dizi hiicresel cevabi olusturmak
tizere aktive olmasini saglar. Aktif ATM; p53, Chk2, BRCA1, RPAp34, H2AX, SMC1,

10



KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI Muzaffer DUKEL

FANCD2, Radl7 ve Artemis’in de i¢inde bulundugu hiicre dongiisii kontrol
noktalarinda, DNA hasarinin tamirinde ve apoptotik yanitta gérev alan bir¢ok proteini
fosforiller (Lee ve Paull 2007, Shiloh ve Ziv 2013).

DNA Cift Kol Eem— lReplikasyon Stresi
Kiriklar: Alkilleyici Ajanlar
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Sekil 2.4. ATM aktivasyonu ve aktif ATM’nin etkilesim sagladigi sinyal iletim
yolaklar1 (Zhou ve Bartek 2004)

Yukaridaki sekilde goriildiigii gibi ATM birgok protein ve transkripsiyon faktorii
ile iligkilidir. ATF2 (Bhoumik vd 2005), HIF-1a (Cam vd. 2010), NF-xB (Rosato vd
2009) ve Spl (Beishline vd. 2012) ATM tarafindan ¢esitli hiicresel stres durumunda
aktive edilen transkripsiyon faktorleridir. Bu tez kapsaminda ¢alisilan ve ATM hedefi
olan iki 6nemli yolak tizerinde durulacaktir. Bu proteinler HIF-1o ve NF-«kB’dir.

2.6. NF-kB Proteini ve ATM/NF-kB iliskisi

Okaryot hiicrelerdeki Rel/NF-xB ailesine ait transkripsiyon faktorleri yapisal
olarak birbiriyle iligkili proteinlerden olusur. Rel/NF-xB transkripsiyon faktorleri
yapisina katilan proteinler p50/p105, p52/p100, RelA(p65), c-Rel ve RelB’dir. Bu
proteinler bir araya gelerek homodimer ya da heterodimer yapidaki Rel/NF-xB
transkripsiyon faktorlerini olustururlar. En yaygin Rel/NF-xB transkripsiyon kompleksi
RelA(p65)-p50°den olusan heterodimer yapidir ve 6zel olarak NF-xB olarak adlandirilir
(Pahl 1999).

11
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Sekil 2.5. ATM/NF-xB sinyal yolagi (Ditch ve Paull 2011)

NF-xB hiicre gogii, apoptozis, dogustan gelen ve sonradan kazanilan bagisiklik,
hiicrenin hayatta kalmasi, metastaz ve anjiyogenez olaylarinin kontroliinden sorumlu
genlerin diizenlenmesinde gorev alan bir transkripsiyon faktoriidiir. NF-xB apoptozisi
diizenler ve bu yiizden yeni kanser ilaglar1 gelistirmek icin hedeftir. Inaktif haldeki NF-
xB sitoplazmaya yerlesir ve 1xB proteinine bagli halde bulunur. IKK olarak bilinen bir
kompleks protein, 1«B proteinini fosforilleyerek ubikitin bagimli yikimimi uyarir ve
boylece NF-xB serbest kalip niikleusa girerek hedef genlerin transkripsiyonunu uyarir
(Karin ve Ben-Neriah 2000, Wu vd 2006). IKK kompleksi 2 katalik ve 1 diizenleyici alt
birimden olusur. Katalitik alt birimler IKKa (ayn1 zamanda IKK1 olarak da adlandirilir)
ve IKKP (aym1 zamanda IKK2 olarak da adlandirilir)’dir. Diizenleyici alt birim ise
NEMO (aym1 zamanda IKKy olarak da adlandirilir)’dur. RelA alt birimi NF-xB
kompleksinin DNA’ya baglanma bolgesidir (Cogswell vd 2000).

Bircok digsal faktoriin NF-kB aktivasyonunu uyardigi gosterilmistir. Bu
faktorler arasinda genotoksik stres, oksitatif stres, 1s1 soku, etil alkol maruziyeti ve
elektrik ile uyarilma yer almaktadir (Wuerzberger-Davis vd 2007). Iyonize radyasyon
ve topoizomeraz hedef alan ilaglar gibi genotoksik strese neden olan durumlarda
IKK/NF-kB yolagmin aktif hale gelmesinin, ATM kinaz aktivasyonuna bagli oldugu
gosterilmistir (Miyamoto 2011). IKK ve niikleer protein kinaz ATM ¢ok yonlii DNA
hasar1 tarafindan indiiklenen NF-xB aktivasyonu i¢in dnemlidir (Wu vd. 2010).

Li vd (2001) yaptiklar1 calismada IR’nin neden oldugu DNA cift kol kiriklarina
yanitta NF-xB aktivasyonu i¢in ATM gerekliligini gdstermislerdir. Ancak daha ileri
caligmalar gdstermistir ki, genotoksik stres aracili NF-xB aktivasyonu ic¢in, ATM
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aktivasyonu saglanmis olsa dahi NEMO alt birimi gereklidir (Wuerzberger-Davis vd
2007).

Oksitatif strese neden olan ilaglarla yapilan deneylerde, oksitatif strese yanit
olarak olusan NF-kB aktivasyonu i¢in ATM-NEMO baglantis1 gerektigi gosterilmistir.
NEMO ya da ATM ekspresyonu azaltilmis gruplarda, NF-kB aktivasyonu diisiisiine
bagli hiicre 6liimlerinde artis oldugu gozlenmistir (Rosato vd 2009).

2.6.1. NF-kB meme kanseri iliskisi

Yukarida da bahsedildigi iizere NF-xB hiicre gocli ve hiicre bdliinmesinin
diizenlenmesinde gorev almaktadir. Brantley vd (2001) yaptiklar1 ¢alismada fare meme
epiteli gelisiminin NF-xB tarafindan diizenlendigini gostermislerdir. Cao vd (2001)
fareler ile yaptiklar1 calismada meme bezi gelisimi ve siit liretimi i¢in IKK a alt1
biriminin gerekli oldugunu gostermislerdir. Yine Cao vd (2003) genetik olarak
rekombine edilmis farelerle yapilan calismasinda, NF-xB’nin meme bezi gibi bir¢cok
dokunun gelisiminde 6nemli oldugunu gostermislerdir.

Sovak vd (1997) vyaptiklar1 ¢alismada MCF-7 ve 578T meme kanseri
hiicrelerinin yiiksek oranda niikleer NF-xB ekspresyonuna sahip oldugunu ve bu
hiicrelerde NF-xB’nin dogrudan inhibisyonunun apoptozisi uyardigini ifade etmektedir.
Ayrica birincil fare meme tiimérlerinde, normal fare meme bezi hiicrelerindekine
kiyasla yiiksek oranda NF-xB aktivasyonu oldugunu tespit etmislerdir. Bu sebeple
anormal niikleer NF-xB ekspresyonunun meme Kkanseri ile iliskili oldugunu ifade
etmislerdir.

Cogswell vd (2000) MCF-7, T47-D, MDA-MB-231, SKBr3 ve BT-474 insan
meme kanseri hiicre hatlari ile yaptiklar1 ¢aligmada, bu hiicrelerde NF-xB alt iinitesi
p65/RelA aktivitesinin ve DNA baglanma oranlarinin yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica meme kanseri hastalarindan elde edilmis primer hiicre hatlarinin ytiksek NF-xB
aktivasyonuna sahip oldugunu gostermislerdir.

Kim vd (2000) NF-xB/Rel’in insan meme kanserinde anormal sekilde aktif
oldugunu, bunun timor hiicrelerinin hayatta kalmasi ve hiicre boliinmesini organize
ettigini gostermislerdir. Disi Sprague-Dawley (S-D) farelerinde yaptiklart ¢alismada
DMBA uygulamasi yapilmig farelerde malignant tiimér olusumunun 7-9 haftadan, 3
haftaya diistiigiinii ve farelerin %40’1min meme bezlerindeki hiicrelerin niikleer NF-
xB/Rel miktariin arttigin1 belirlemislerdir. Ayrica malin 6zelligi olmayan MCF-10F
hiicrelerinin DMBA ve Benzopiren miidahalesi sonrasit malin transformasyona ugradigi
ve NF-xB aktivasyonunun 4-12 kat arttigin1 gostermislerdir.

Biswas vd (2004) NF-xB’nin ¢ogunlukla ER- ve ErbB2+ tiimorlerde, ER+
tiimdrlere kiyasla daha yogun bir sekilde aktif oldugunu belirtmislerdir. Ayn1 ¢aligmada
SKBr3 meme kanseri hiicrelerinde NF-xB inhibisyonunun Heregulin aracili hiicre
boliinmesini engelledigini ve hiicrelerin apoptozise ugradigini gostermisglerdir.
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Connelly vd (2011) meme tiimorii gelistirmis fare modellerinde yaptiklari
calismada, meme timorlii farelere NF-xB inhibisyonu saglayan ilaglar verildigi zaman
timor gelisim silirecinin uzadigi ve tiimor boyutlarinin kiictildiigiinii gézlemlemislerdir.

Yapilan caligmalar gostermektedir ki, NF-xB meme kanseri i¢in 6nemli bir
hedef proteindir ve bu proteinin baglanti kurdugu yolaklarin anlasilmasi 6nem teskil
etmektedir. ATM aracili NF-xB aktivasyonu iyi sekilde calisilmig ve gosterilmistir.
Bizim ¢alismamiz kapsaminda ATM/NF-xB {izerine ayrica bir ¢alisma yapilmamuistir.
Hem NF-xB/HIF-10 baglantisi hem de NF-xB/TRIM29 baglantisi incelenmistir. Bu
proteinin meme kanserinde ki ifadesinin yiiksek olmasi nedeniyle, ¢alisma kapsaminda
arastirtlan TRIM29 baglantisinin anlagilmasi 6nemlidir.

2.7. Kanser ve Hipoksi

Birgok kanser solid timor igerir ve hizli genisleme evresinde kan damarlarinin
olmadig1 alanlara dogru biiylime olursa, bu durum hipoksik bélgelerin olusmasina
neden olur. Timorler bu durumu anjiyogenik faktorlerin yardimi ile damar gelisimini
uyararak c¢oOzerler. Ancak oksijen temini i¢in uyarilan damar gelisimlerindeki
anormallikler akut hipoksiye neden olur (Burroughs vd 2013). Kisacas1 hipoksi oksijen
tiiketimi ve varligi arasindaki dengesizlikten dolay1 ortaya ¢ikar ve tiimdrlerin normal
oksijen tiikketiminden daha diisik seviyede oksijen varligini ifade etmektedir.
Arastirmalar solid tiimorlerin %50-60’lik kisminin, biitiin timor kitlesi igerisinde
heterojen olarak yayilmis hipoksik dokular olabilecegini gostermektedir (Vaupel ve
Mayer 2007).

Zhong vd (1999) degismis glikoz metabolizmasi ve hipoksiye hiicresel
adaptasyonun, kanser tedavisi ve biyolojisinin temeli oldugunu belirtmektedir. Bu tezini
4 durumun destekledigini ileri siirmektedir. Ilk olarak Kanser hiicrelerinin klonal
genislemesi igin gelismis glikoz transportu ve glikolizin gerekli olmasi. Ikincisi
timorlerin anjiyogenez olmaksizin biiyliyememeleri ve ¢ogu kanser vakasinda hasta
hayatta kalma siiresinin damar gelisimi diizeyi ile yakindan iliskili olmasi. Ugiinciisii
kanserde invazyon olasilii, metastaz ve kanserin sebep oldugu Oliimiin timor
icerisindeki hipoksi ile baglantili olmasi. Son olarak ise tliimor hipoksisinin kemoterapi,
immiinoterapi ve radyoterapiye direncle iligkili olmasidir.

Zhong ve arkadaglar1 tarafimdan otaya atilan bu tezi daha agarsak ilk olarak
Warburg etkisi ile ilgili bilgi vermek gerekmektedir. 1924 yilinda Warburg kanser
hiicrelerinin normal hiicrelerdekinden daha farkli bir glikoz metabolizmasina sahip
oldugu gozlemledi. Bu gozlemin temelinde ¢ogu dokuda gergeklesenin aksine, kanserli
hiicrelerin ortamda oksijen olsa bile glikozu laktoza fermente etmesi vardi. Warburg bu
olaymm kanserli hiicrelerin mitokondrilerindeki bozukluklardan meydana geldigini
diisliniiyordu ancak bu olaym kanser hiicrelerinin énemli biz 6zelligi oldugu sonradan
yapilan ¢alismalar ile gdsterildi (Warburg 1930, Heiden vd 2009).

Stirekli olarak biiyiiyen tiimorler oksijen ve besin ihtiyaglariin karsilanmasi igin
kan damarlar1 gelisimini uyarirlar. Bu durum anjiyogenezis olarak bilinir ve tiimor
gelisimi i¢in ¢ok 6nemli bir siirectir. Ancak tiimorlerin asir1 ve damarlarin bulundugu
bolgenin disina dogru biiyiimesi hipoksiyi arttirir.  Hipoksi ve anjiyogenezis
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baglantisindaki kilit rolii HIF-1 proteini tstlenmektedir. HIF-1 hipoksik yanitin
olusmasinda kontrol merkezidir ve HIF-1 hedef genleri anjiyogenez diizenlenmesinde
gorev alir. Bu nedenle hipoksi tarafindan uyarilan anjiyogenezis, kanser tedavisi i¢in
cazip bir hedef halini almigtir (Liao ve Johnson 2007).

Metastaz olusumu kanserin neden oldugu oliimlerin biiyiik bir ¢ogunlugunun
nedenidir ve arkasindaki mekanizma ile ilgili bilgiler ¢ok kisithidir. Yapilan son
calismalar metastaz sirasinda transkribe olan genlerin kontroliinde, HIF-1’in
fonksiyonel olarak gorev aldigini isaret etmektedir (Gort vd 2008). Yaygin olarak tiimoér
hipoksisinin potansiyel terepatik bir problem oldugu disiiniiliir, bunun sebebi
hipoksinin solid tiimorleri iyonize radyasyona ve kemoterapi ilaglarma karsi daha
dayanikli hale getirmesidir. Hipoksi tiimdrlerin radyoterapiye ve kemoterapi ilaglarina
direncini, tiimor hiicrelerindeki genomik ve proteomik degisiklikleri uyararak yapar.
Omegin DNA tamir enzimlerinin miktarmin arttirilmasi, HSP27 ve HSP70 gibi 1s1 sok
proteinlerinin transkripsiyonunun uyarilmasi hipoksik tiimorleri radyoterapiye karsi
daha direngli hale getirmektedir. Kan akisinin zayif olmasi kemoterapi ilaglarinin
hipoksik tiimdrlerde etkinligini diistirmektedir ve ayrica bazi kemoterapik ilaglarin etki
mekanizmalar1 oksijen varligina bagimhidir (Harrison ve Blackwell 2004).

2.7.1. HIF-1 (Hypoxia-Inducible Factor 1)

HIF-1 anjiyogenezis, oksijen transferi, demir metabolizmasi, glikoliz, biiylime
faktorii sinyalleri, apoptozis, invazyon ve metastaz siireclerinde gorev alan hipoksi
hedef genlerini aktive eden ¢ok iyi tanimlanmig bir transkripsiyon faktoriidiir (Bardos
ve Ashcroft 2005). HIF-1 tiimor hiicrelerinin hipoksiye karsi adaptasyonunda 6nemli bir
rol oynar ve 100’den daha fazla genin hipoksi sirasinda transkripsiyonunu kontrol eder.
Ayrica HIF-1’in diger proteinler ile etkilesime girerek hem kendi aktivasyonunu hem de
bagka proteinlerin stabilizasyonunu etkiledigi diistiniilmektedir (Liu vd 2012b).

Aktif HIF-1, HIF-1a ve HIF-1B (aym1 zamanda ARNT olarak da bilinir) alt
tinitelerinden olugmus heterodimer yapida bir proteindir. HIF-1a 826 amino asit, HIF-
1B ise 789 amino asit igeren biiyiik proteinlerdir. iki alt iinitede bHLH (basic-helix-
loop-helix) transkripsiyon ailesinin iiyesidir. Basic alt birimi DNA baglanma bolgesi
barmdirir. HLH bolgesi ise iki proteinin dimerlesmesi i¢in baglanti bolgesi olarak gorev
alir. Her iki protein ayrica PAS adi1 verilen 6zel bir bolge daha igerir ve bu bolge ise
proteinin tanimlanmasinda kullanilir. HIF-/a geni 14. kromozom iizerinde yer alirken,
HIF-1B 1. kromozom {izerinde bulunur ve bu protein alt birimleri insan, rat ve farede
%90 oraninda homoloji gosterir. Ayrica HIF-lo oksijen bagimli yikim bdlgesi

icermektedir (ODD) ve bu bolge miikemmel bir sekilde oksijen varligi ile kontrol edilir
(Dery vd 2005).

HIF-1B kurucu alt tinitesi hiicrede siireklidir ve hem mRNA hem de protein
sentezi oksijen seviyesi dikkate alinmaksizin devam eder. HIF-1a proteini normal
kosullarda devamli olarak sentezlenir ancak 6mrii ¢ok kisadir (5 dakikadan daha az).
Ortamda yeterli oksijen bulundugu zaman HIF-1a proteazom araciligiyla pargalanir ve
hiicre normoksi halindeyken HIF-1a proteini belirlenemez seviyededir. Hipoksi halinde
HIF-la pargalanmasi engellenir ve HIF-1p ile dimer olusturarak aktif HIF-1
kompleksini  olusturur. HIF-1 kompleksi niikleusa gecer ve hedef genlerin
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transkripsiyonunu uyarmak igin ¢ok iyi tamimlanmis HRE bolgesine baglanir (Ke ve
Costa 2006).

Yukarida da bahsedildigi tlizere HIF-1loo alt initesinin kontrolii protein
seviyesinde O (oksijen) bagimli olarak kontrol edilir. HIF-1o barindirdigi ODD bdélgesi
cok sayida prolil rezidiisii igermektedir. Bu bdlgeler prolil hidroksilaz enzimleri
tarafindan tanimmir ve normoksi durumunda hidroksillenir. Hidroksillenmis HIF-1a,
pVHL ve E3 ubikitin ligaz kompleksi tarafindan taninir. Bu olayr HIF-lo’nin
proteozomlarda yikimi takip eder (Dery vd 2005).

HIF-1a ve HIF-1p (ARNT) proteinlerinin yapisal ve fonksiyonel olarak
benzerlik gosterdikleri izoformlarida tanimlanmistir. Bu izoformlar HIF-2o ve HIF-3a,
ARNT2 ve ARNT3’tiir. HIF-20 ayn1 zamanda EPAS-1 (endoteliyal PAS protein-1)
olarak da bilinir ve hipoksi durumunda upregiile olur. Ayrica amino asit igeriginin
%481 HIF-1a ile homoloji gostermektedir. HIF-20, HIF-1p izoformu ARNT?2 ile dimer
olusturur ve HRE’ye baglanarak hedef genlerin transkripsiyonunu HIF-1a ile benzer
sekilde uyarir. Yapisal ve fonksiyonel olarak paylastiklar1 ortak 6zelliklerin yani sira,
epiteliyal hiicrelerde HIF-1a, endoteliyal hiicrelerde ise HIF-2a’nin daha baskin oldugu
diisiiniilmektedir. HIF-3a izoformu ise diger izoformlar1 kadar iyi g¢alistimamustir.
Ancak caligma prensibinin HIF-1a ile benzer oldugu ve akciger alveolii hiicreleri gibi
bazi hiicre gruplarinda daha yogun olarak bulundugu bilinmektedir (Bardos ve Ashcroft
2005, Ke ve Costa 2006, Li vd 2006).

2.7.2. ATM Proteininin HIF-1a baglantis

ATM, HIF-1a baglantis1 ile ilgili literatiirde farkli bilgiler bulunmaktadir ve
sinirl sayida ¢alisma yapilmistir.

Cam vd (2010) hipoksi sirasinda ATM proteininin HIF-1a’y1 fosforilleyerek
aktive ettigini ve bunun mTORCI sinyalini baskiladigini bildirmislerdir. mTORCI1
kompleksi hipoksi gibi hiicrede stres olusturan durumlarda, hiicre bliylimesini ve
metabolizmasin1 kontrol eder. Yapilan bu calismada A-T’li hastalardan elde edilen
hiicreler ve ATM™ farelerin fibroblast hiicrelerine hipoksi uygulandigi zaman, HIF-1a
aktivasyonunun gergeklesmedigi gosterilmistir. Bunu takiben hipoksi sirasinda
aktivasyonu azalan mTORC1’in, ATM inaktif hiicrelerde normal aktivasyonuna devam
ettigi gosterilmistir.

Diger bir ¢alismada Ousset vd (2010) A-T’li hastalardan elde ettikleri farkli
hiicre gruplarinin hipoksi sirasindaki HIF-1a degisim miktarlarini test etmislerdir. A-
T’li bireylerden elde edilen hiicrelerinin yanm1 sira, ATM inaktivasyonu sagladiklari
HeLa hiicreleri kullamilmistir. ATM inaktif hiicrelere hipoksi uygulandigi zaman,
kontrol gruplarina kiyasla HIF-1a protein miktarinin ATM inaktif hiicrelerde daha ¢ok
arttigin1 bildirmislerdir. Yine ATM inaktivasyonu ger¢eklestirilmis HeLLA hiicrelerinde
hipoksi siiresince daha yogun HIF-1a upregiilasyonu belirlemislerdir. ATM aktivasyonu
bulunan hiicrelerin hipoksi sirasinda HIF-1a miktar artisinin, ATM inaktif hiicrelerde
gerceklesen HIF-1a artisina kiyasla daha az oldugu gosterilmistir.
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Yapilan iki ¢alismada elde edilen sonuglar ATM/HIF-1a baglantisi ile ilgili net
bir bilgi sunmamaktadir. Biz ¢alismamiz boyunca meme kanseri ve meme epiteli
hiicrelerinde hipoksi sirasinda ATM/HIF-1a baglantisin1 yeniden calistik. Bu bakimdan
calismamizin literatlirdeki bu celiskiyi giderecegini diisiinmekteyiz.

Hipoksi | Normoksi

2-oksoglutarat

Niikleus ATM
-
Kompleksi
o
DEGRADASYON
mTORCA1
e oNoS |
m
FG-4437 S6R Kinaz
ElIF4e
v p53
Pasif j
BOLUNME

Sekil 2.6. ATM/HIF-1a baglantis1 ve normoksi hipoksi durumunda HIF-1a regiilasyonu
(Forristal vd 2015)

2.7.3. NF-kB Proteininin HIF-1a baglantisi

Hipoksik kosullar altinda HIF-la aktivasyonu icin bazal seviyede NF-xB
aktivitesi gerekli oldugu bir¢ok calismada gosterilmistir.

Koong vd (1994) memeli hiicrelerinin diisiik oksijene (%0,02 O.) maruz
birakildiklarinda IkBa pargalanmasinin artmasina bagli NF-xB aktivasyonunun arttigini
ve takibinde NF-xB hedef genlerinin ifadelerinin yiikseldigini belirtmislerdir.

Belaiba vd (2007) pulmoner arteri yumusak kas hiicrelerinde yaptiklart
calismada, hipoksik kosullar altinda NF-xB’nin niikleer translokasyonunun arttigini ve
bunun HIF-1oo mRNA transkripsiyonunu arttirdigini ayrica NF-xB inaktivasyonunun ise
hipoksik kosullarda HIF-1a transkripsiyonunu durdurdugunu gostermislerdir.

Rius vd (2008) IKK-B” farelerden elde ettikleri farkli hiicre tiplerinde NF-xB
aktivasyonunun HIF-1a transkripsiyonel aktivitesi igin gerekli oldugunu belirtmislerdir.
Ayni farelerin hipoksik kosullarda bekletilmesi sonucu karaciger ve beyin hiicreleri ile
hipoksik hiicrelerde bazal NF-xB aktivasyonunun HIF-1a protein akiimiilasyonu igin
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gerekli oldugunu gostermislerdir. Ayrica IKK-B eksikliginde, HIF-1a hedef genlerinin
ekspresyonunun yetersiz oldugunu bildirmislerdir.

Uden vd (2008) siRNA aracili NF-xB inaktivasyonunu takiben bazal HIF-1a
mRNA seviyesinin azaldigin1 ve bazal HIF-1o ekspresyonu i¢in NF-xB gerekliligini
belirtmislerdir. Ayrica TNF-a aracili NF-xB aktivasyonunu takiben HIF-1o mRNA,
protein ve aktivite miktarmin arttigini1 gostermislerdir.

Literatirde NF-xB/HIF-1a baglantis1 acgik sekilde belirtilmistir. Bizim
calisgmamizda bu baglantiy1 meme kanseri ve meme epiteli hiicrelerinde ¢alistik. Ayrica
bu iki transkripsiyon faktoriiniin TRIM29 geni tizerindeki etkileri arastirildi.

2.8. TRIM29 (Tripartite motif-containing 29)

Tripartite motif-containing 29 (TRIM29), ayn1 zamanda Ataksi-Telanjiektazili
grup D tamamlayici geni (ATDC) olarak da bilinir, 11. kromozom iizerinde bulunur ve
tclit motif igeren TRIM protein ailesi iiyesidir. Bu protein ailesi 70’ten daha fazla
protein igerip benzersiz bir yapi ile karakterizedirler. TRIM protein ailesi tyeleri bir
adet RING, bir ya da 2 adet B-boxes motifi ve coiled-coil (CC) bolgesi igermektedir
(Short ve Cox 2006). Bu protein ailesi tiyelerinden RING bdélgesi igerenler E3 ubikitin
ligaz benzeri aktivite gosterirler (Reymond vd 2001). TRIM ailesi iiyelerindeki bu ¢oklu
protein baglanma bdlgelerinin varligi, bu smif igerisindeki protein gruplarimin diger
proteinler ile baglanti kurmak i¢in Onemli Ol¢iide esneklige sahip oldugunu
diistindiirmektedir (Reymond vd 2001, Napolitano ve Meroni 2012). TRIM ailesindeki
yapisal ve boyutsal farkliliklara bakildigi zaman, bu proteinlerin; immiin yanait,
transkripsiyonel diizenleme gibi onkogenik siiregler, apoptozis ve gelisim gibi genis
olgekte biyolojik siireglerde gorev aldigi diisiiniilmektedir. Ayrica TRIM genlerindeki
mutasyonlar gelisim bozukluklari, nérodejeneratif hastaliklar ve kanser olusumu ile
baglantili oldugu bilinmektedir (Hatakeyama 2011).

Diger birgok TRIM protein ailesi iiyesinin aksine TRIM29 RING bolgesi
bulundurmaz (Short ve Cox 2006). Bu nedenle TRIM29 E3 ubikitin ligaz aktivitesi
gostermez. RING bolgesi icermeyen diger TRIM ailesi proteinlerinin DNA hasar yaniti
ve apoptozisin diizenlenmesinde p53 ile baglanti kurduklari diigiiniilmektedir (Yue vd
2014).

Yuan vd (2010) TRIM29’un p53’e baglanarak p21 ve NOXA gibi genlerin
transkripsiyonunu engelleyerek hiicre proliferasyonunu arttirdigini gostermislerdir.

Sho vd (2011) TRIM29’un bir asetil transferaz olan Tip60’a baglandigini,
normalin lizerinde TRIM29 ekspresyonunun Tip60 pargalanmasina sebep olarak p53
asetilasyonunu azalttigimi ve buna bagli olarak hiicre proliferasyonunun arttigini
bildirmislerdir. Yine ayni ¢alismada HCT116 hiicrelerinde TRIM29’un, ultraviyolenin
sebep oldugu apoptozisi baskiladigini gostermislerdir.

TRIM29’un molekiiler fonksiyonlari ile ilgili yapilan ¢alisma sayisi sinirlidir ve

islevlerinin anlagilabilmesi i¢in ¢alismalar devam etmektedir. TRIM29 ve dahil oldugu
protein grubunun kanserli hiicrelerdeki akibetinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in bir¢ok ¢aligma
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yapilmistir. TRIM protein ailesine ait proteinler farkli kanser tiplerindeki gen
transkripsiyonu c¢izgileri degisiklik gostermektedir.

Ornegin TRIM24’iin akut miyeloid 16semi ve meme kanserinde asir1 ifade
edildigi, TRIM25’in yumurtalik kanserinde asir1 ifade edilirken, endometriyal kanserde
ekspresyonunun azaldigi tespit edilmistir. TRIM33 gen aktivasyonunun kronik
miyelomonositik 16semide azaldig: belirtilmistir (Hatakeyama 2011).

Kanserli dokulardaki TRIM29 ekspresyonu degisimi ile ilgili birgok g¢alisma
olup, farkli kanser gruplarinda TRIM29 ekspresyonu degisimi ile ilgili degisik sonuglar
sunulmustur. Akciger, mesane, kolon, yumurtalik, endometriyal ve mide kanserlerinde
TRIM29 ekspresyonunun arttigi tespit edilmistir. TRIM29 ekspresyonunun meme ve
prostat kanserinde azaldigi ya da DNA metilasyonu araciligiyla baskilandigi tespit
edilmistir. Pankreas kanseri icin TRIM29 gen ekspresyonu artmaktadir ve bu proteinin
pankreas kanseri i¢in bir biyomarker protein olabilecegi diistiniilmektedir (Hatakeyama
2011, Avraham vd 2014).

TRIM40’1n gastrointestinal epiteli hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edildigi,
NF-xB aktivitesinin TRIM40 tarafindan engellendigi ve kolon kanserinde TRIM40
ekspresyonunun azaldigi belirlenmistir (Noguchi vd 2011).

Liu vd (2012a) meme kanseri ve meme epiteli hiicrelerinde yaptiklari ¢alismada,
MCF-7 (ER+) meme kanseri hiicrelerinde TRIM29’un ifade edilmedigini, tiimor
olusturamayan MCF-10A (ER-) hiicrelerinin ise TRIM29 ekspresyonunun
gerceklestigini  bildirilmislerdir. Ayrica, MCF-10A hiicre grubunda TRIM29
inaktivasyonunu takiben hiicrelerin daha hizli biiyliylip ¢ogaldiklarini, hiicre gocii ve
invazyonunun arttigini géstermislerdir.
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Cizelge 2.2. TRIM ailesine ait genler ve bu genlerin degisik kanser tiirlerinde
ugradiklart degisimler (Hatakeyama 2011)

Gen Kanser Tipi Gozlenen degigsimler
. Heterozigozite kayb1 ya da gende
TRIMS Gliyoblastom delesyon
. : Nodal metastaz ilerlemesi ile
Larinks kanseri
kolerasyon
TRIM13 B hiicre kronik lenfositik 16semi ~ Gende delesyon
Kronik lenfositik 16semi Gende delesyon
TRIM19 Akut promiyelositik 16semi Kromozom translokasyonu: RARA
Papiller tiroid kanseri Kromozom translokasyonu:MTC1
TRIM24  Karaciger Kanseri Kromozom translokasyonu: BRAF
MDS-baglantili AML Artmig gen ekspresyonu
Meme kanseri Artmis gen ekspresyonu
TRIM25 Ovaryum kanseri Artmis ekspresyonu
Meme kanseri Erken teshisin zorlasmasi
Endometriyal kanseri Azalmis gen ekspresyonu
TRIM27 Lenfoma Kromozom translokasyonu: RET
Meme kanseri Artmis gen ekspresyonu
TRIM28 . .
Mide kanseri Artmig gen ekspresyonu
Akciger kanseri Artmis gen ekspresyonu
Mesane kanseri Artmig gen ekspresyonu
Kolon kanseri Artmis gen ekspresyonu
TRIM29  Ovaryum kanseri Artmig gen ekspresyonu
Endometriyal kanser Artmig gen ekspresyonu
Multipl myeloma Artmis gen ekspresyonu
Meme kanseri Azalmig gen ekspresyonu
Mide kanseri Artmis gen ekspresyonu
TRIM31 , .
Mide kanseri Artmig gen ekspresyonu
Urlbikz Bas ve boyun kanseri Artmig gen ekspresyonu
TRIM33 Kronik miyelomonositik 16semi  Azalmis gen ekspresyonu
URLbie Kolon kanseri Azalmis gen ekspresyonu
TRIM68

Prostat kanseri

Artmig gen ekspresyonu

Ai vd (2014) birgok meme kanseri hiicresinde TRIM29’un hipermetilasyon ile
susturuldugunu gostermislerdir. Ayrica TRIM29 ifade eden meme kanseri hiicrelerinde

TRIM29

invazyonunun arttigini bildirmislerdir.
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Avraham vd (2014) normal meme epiteli ve meme kanseri hiicre gruplarinda
TRIM29 metilasyonu testi yapmislardir. Normal meme epiteli hiicrelerinde TRIM29°un
herhangi bir metilasyona ugramamisken, ER+ meme kanseri hiicrelerinde TRIM29’un
metilasyona ugradig1 gosterilmistir.

Kanno vd (2014) prostat kanseri teshisi igin TRIM29’un yeni bir hiicre belirteci
olabilecegini ifade  etmislerdir. ~TRIM29  antikoru  kullanilarak  yapilan
immiinohistokimyasal analiz sonucunda, TRIM29’un prostat kanserli dokularda
kayboldugunu gostermislerdir.

Wang vd (2014) yine TRIM29 proteininin pankreas kanseri hiicrelerinde asiri
ifade edildigini gostermislerdir. Ayrica TRIM29 inaktivasyonunu takiben pankreas
kanseri hiicrelerinin iyonize radyasyona daha hassas hale geldigini ve hiicrelerin
apoptozise ugradiklarini  belirtmislerdir. Iyonize radyasyona karsi pankreas
hiicrelerindeki direncin, ATM aracili TRIM29 fosforilasyonu ile gergeklestigini
bildirmislerdir.

Sun vd (2014) TRIM29’un, pankreas duktal adenokarsinomlarinda ifade edilme
diizeyinin arttigin1 ve normal pankreas hiicrelerinde bu genin diisiik seviyede oldugu
gosterilmistir. TRIM29 inaktivasyonunun pankreatik kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini ve
gociinii azalttigini belirtmislerdir.

Tang vd (2013) tarafindan TRIM8, TRIM22, TRIM38 ve TRIM40’1n
aktivasyonunun NF-kB aktivasyonunu diizenledigi bildirilmistir. Grubun akciger
kanseri hiicreleri ile yaptigi g¢alismada TRIM29 asir1 ekspresyonunun NF-xB
aktivasyonunu arttirdigi  belirtilmistir.  Yine TRIM29 inaktivasyonunun NF-xB
aktivasyonunu azalttig1 gosterilmistir.

Literatiirde meme kanseri icin ATM aracili TRIM29 aktivasyonu ile ilgili bir
bilgi bulunmamaktadir. Calismamizda ATM aracili TRIM29’un transkripsiyonel
kontrolii, meme kanseri hiicrelerinde ¢alisilmistir. Ayrica ATM tarafindan aktive edilen
HIF-1a ve NF-«kB transkripsiyon faktorlerinin TRIM29 transkripsiyonu tiizerindeki
etkisi bugiine kadar aragtirllmamistir. Calismamiz bu konuyu da igermektedir.

2.9. TWIST1

TWIST bHLH (basic-helix-loop-helix) ailesine ait bir transkripsiyon faktoriidiir
ve organogenez silirecinde gorev alan proteinlerin sahip oldugu 6zel bir amino asit
motifi icermektedir. TWIST ailesi iki iiye ile temsil edilir, bunlar TWISTI1 ve
TWIST2’dir. TWIST2 nin gelisim siirecindeki islevi net olarak bilinmemektedir ancak
TWIST1 ile benzer islevlere sahip oldugu diistiniilmektedir. Drosophila embriyolarinin
TWIST1 mutasyonu sonrasi normal gastrulasyon evresine girmemeleri ve Olmeleri
sonrasinda bu gen tespit edilmistir. Devaminda yapilan ¢alismalar bu genin mezoderm
gelisimi ve organ olusumu igin roliinii ortaya ¢ikarmistir (Li vd 2012, Qin vd 2012,
Craene ve Berx 2013). Insan TWIST1 geni 7. kromozom iizerinde bulunur ve 2 ekson, 1
intron bolgesi igerir. Bu gen mutasyonu Saethre-Chotzen sendromuna neden olur
(Howard vd 1997). TWIST genleri ayn1 zamanda kas, kemik gelisimi ve sinir sistemi
olusumu siirecinde gorev alir. Normal gelisim siirecinin  disinda, TWIST1
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aktivasyonunun meme, mide ve prostat kanserinde arttig1 tespit edilmistir (Vesuna vd
2008).

Epiteliyal mezenkimal transisyon (EMT) kanser hiicrelerinin yayilmasi i¢in
anahtar mekanizmadir. Bu siiregte kanserli hiicreler primer tiimorden ayrilip, doku, lenf
sistemi ya da kan damarlar1 i¢ine go¢ etmelerini saglayacak ozellikleri kazanirlar.
Ayrica EMT kanserli hiicrelerin kan damarlarindan organlara hareket etmelerini saglar.
TWIST1 transkripsiyon faktorii kanser hiicrelerinde EMT’yi ve hiicre farklilagmasini
uyaran ¢ok sayida geni aktive eder. TWIST1’in apoptozisin engellenmesi ve
kemoterapiye direng ile alakali oldugu disiiniilmektedir (Finlay vd 2015). Buradan
anlasilacagi iizere TWIST1 metastaz ve kanser hiicrelerinin hayatta kalabilmeleri i¢in
anahtar rol istlenmektedir. TWISTI’in meme kanserindeki durumunu inceleyecek
olursak;

Li vd (2014) miR-720’nin TWIST1’i hedef alarak miktarini azalttigini bunu
takiben meme tiimorii invazyonu ve hiicre gocliniin azaldigini gostermislerdir.
TWIST1’in yeniden aktivasyonu E-kaderin ve B-katenin gibi epiteliyal belirteclerin
ekspresyonunu arttirirken, N-kaderin, fibronektin ve vimentin gibi belirteclerin
ekspresyonunu azalttigini belirtmiglerdir.

Lin vd (2015) miR-33b ekspresyonunu meme kanseri hiicrelerinde arttirarak
TWISTI ve diger bircok onkogenik proteinin yapiminin baskilandigini ortaya
¢ikarmiglardir. TWIST1 miktarindaki azalmanin, hiicrelerin metastatik potansiyellerini
azalttig1 gosterilmistir.

Ma vd (2015) Tamoxifen’nin ER- meme kanseri hiicrelerinin invazyon ve
metastaz Ozelliklerini, TWIST1 yikimimi hizlandirarak engelledigini gostermislerdir.
Calismada ayrica TWIST1 mutasyonuna sahip yeni dogan farelerin yasamadiklarini,
yetiskin farelerde ise TWISTI1 inaktivasyonunun uyarilmasinin bir saglik problemine
neden olmadigini gostermislerdir. Buda bu genin tedavi amagli inhibisyonunun, kanser
metastazi ve invazyonunun engellenmesi i¢in hedef alinabilecegini gostermektedir.

Yu vd (2015) meme kanseri hiicre gruplarinda TWIST1 aktivasyonunun
azalmasinin EMT’yi engelledigi bunu takiben ise hiicre boliinmesi, gogli ve
invazyonunun negatif yonde etkilendigini géstermislerdir.

Yapilan birgok ¢alisma TWIST1’in meme kanserinde ekspresyonunun arttigi ve
bunun da kanserli hiicrelerin metastatik ozelliklerini arttirdigini  gdstermistir.
Calismamiz kapsaminda galisacagimiz NF-xB, HIF-la ve TRIM29’un TWIST1 ile
baglantisini gosteren ¢alismalar yapilmistir. Ancak literatiir taramas1 sonucunda ATM-
TWIST1 baglantis ile ilgili yapilmis bir calisma bulunamamustir.

Pham vd (2007) kanser hiicrelerinin kemoterapiye kars1 direng gelistirmesinde
TWISTL’in 6nemli oldugunu ve bu genin NF-kB hedefi oldugunu belirlemislerdir.
TWIST1 kanser hiicrelerinde bu koruyucu etkisini  Bcl-2 inhibisyonu ile
gerceklestirmektedir.
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Yu vd (2013) TNF-a’nin yutak alt1 kanserinde TWIST1 aktivasyonunu, NF-xkB
upregiilasyonunu uyararak gergeklestirdigini gostermislerdir. Bir NF-xB inhibit6rii olan
BAY11-7082 ve siRNA65 aracili NF-kB inhibisyonu sonrasi TWIST1 miktarinin
azaldigin belirtmislerdir.

TWISTI’in NF-kB hedef geni oldugu bilinmektedir ve bu konuda bir¢ok
calisma yapilmistir.

Yang vd (2008) hipoksi ya da uyarilmis HIF-/a gen ekspresyonunu takiben
EMT’nin ve metastatik fenotipin uyarildigin1 gostermislerdir. Ayn1 deney gruplar
tizerinde yapilan ileri ¢alismalar TWIST1 ekspresyonunun hipoksi ve artmis HIF-1a
ekspresyonunu takiben arttigini  gostermistir. Ancak siRNA aracili TWIST1
inhibisyonunu takiben hipoksinin tekrar EMT ve metastatik karakterleri ortaya
cikardigini belirtmislerdir.

Aivd (2014) TRIM29 ve TWIST1 arasinda meme kanseri hiicrelerinde karsilikli
inhibisyon etkisinin oldugunu goéstermislerdir. TRIM29 ekspresyonu artisinin TWIST1
aktivasyonunu azalttigin1 ve uyarilmis TWIST1 aktivasyonunun TRIM29 inhibisyonu
gerceklestirdigini ifade etmislerdir.

TWISTI’in HIF-la tarafindan aktivasyonu bazi kanser hiicresi gruplarinda
gosterilmis fakat meme kanseri hiicre gruplarinda calisiimamistir. TRIM29 ve TWIST1
iliskisi meme kanseri hiicreleri i¢in calisilmistir. Biz calismamizda ATM aracili
TRIM29-TWIST1 kontroliiniin nasil ger¢eklestigini bulmaya calistik. Ayrica TRIM29-
TWISTTI iliskisinin hipoksik kosullar altinda degisimini degerlendirdik.

2.10. Meme Kanseri Tedavisi

Kanser molekiiler biyolojisindeki bilgi diizeyinin artmasi ve kanserin genetik bir
hastalik oldugunun anlagilmasi, bu hastalik ile miicadele yontemlerinin degismesine
neden olmustur. Her kanser ¢esidi icin erken teshis hayati onem arz etmektedir.
Gilintimiizde kanserin erken teshisi i¢in ¢ok farkli teknikler gelistirilmistir. Bu hastalik
ile miicadelenin belki de en etkili basamagi, onu 6nceden bilmek ve gerekli tedaviye
erken basglamaktir. Meme kanseri erken teshisi i¢in kendi kendine muayene, klinik
meme muayenesi, mamografi, ultrasonografi ve manyetik rezonans goriintiileme
yontemlerine bagvurulabilir. Diger onemli konu ise kansere neden olan cevresel
faktorlerden uzak durabilmek, saglikli beslenme ve spor yapma aligkanligidir.

Meme kanseri ve diger kanser tiirlerinde uygulanan tedavinin amact kanserin
ortaya ciktigi ve yayildig1 dokulardaki biiyiimesini kontrol altina almaktir. Meme
kanseri i¢in en yaygin kullanilan yontemler cerrahi tedavi, radyoterapi, kemoterapi,
hormon tedavisi ve biyolojik tedavidir. Bu tedavi yontemleri meme kanserinin tipine,
biiyiikliigiine, evresine, biiylime hizina, kanser hiicrelerinin sahip oldugu reseptorlere ve
kisinin genel saglik durumuna gore farkl sekillerde uygulanir.

Cerrahi tedavi yontemi erken invaziv meme kanseri tedavisinde en yaygin
kullanilan yontemdir. Cerrahi tedavi i¢in 6nemli olan meme kanserini erken asamada,
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kanserli hiicreler yayilmadan ve baska dokuya tasinmadan teshis edebilmektir
(McCready vd 2004).

Radyoterapi hem erken hem de metastaz yapmamis ileri asamadaki meme
kanseri tedavisinde kullanilir. Radyoterapi, kemoterapi ve hormon terapi ile birlikte
uygulandigi zaman hasta Oomrini 10 yila kadar arttirdigi bilinmektedir. Timoriin

yayillmasini 6nlemek ve hasta dmriinii uzatmak i¢in yaygin kullanilan tedavi yontemidir
(Mansfield vd 1995).

Kemoterapi biitiin kanserler i¢in uygulanan bir ila¢ tedavisidir. Hem kanserli
dokuyu kiicliltmek hem de yapilan diger tedavilere destek amaci ile uygulanabilir.
Bazen birden fazla kemoterapi ilaci bir arada kanser tedavisi i¢in kullanilabilir (Turna
2006).

Meme kanserinde hastalar sahip olduklar1 Ostrojen ve progesteron hormon
reseptorlerine gore siniflandirilabilirler. Bu hastalar igin iiretilmis ve oral yolla alinan
ila¢g grubu hormon terapiyi olusturmaktadir. Kanserli dokunun biiylimesini, yayilmasini
ve yeniden ortaya cikmasini engellemek i¢in kullanilan bir yontemdir. Hormon
reseptorii bakimindan pozitif olan hastalarda cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi
sonrasinda ya da hastaligin herhangi bir agsamasinda koruyucu veya tedavi etme amagli
kullanilabilir (Alpézgen 2013).

Kanserle miicadelede yenilik¢i yaklagimlarin uygulandigi tedavi yontemlerinin
tamami biyolojik tedavi adi altinda siniflandirilmaya baslanmistir. Nanoteknoloji ile
iiretilmis kanser hiicrelerini hedef alan ilaclar, gen terapisi, immiinoterapi, hiicre sinyal
iletim yollarin1 hedef alan ilaglar ya da tiimor baskilayici genlerin ekspresyonunun
uyarilmas1 yontemleri bu grup icerisinde siniflandirilabilir. Ornegin meme kanseri
tedavisinde yaygin olarak kullanilan Herceptin (trastuzumab) bir monoklonal antikordur
ve belirli baz1 proteinlere baglanirlar. HER2 biiylime faktorii reseptoriidiir ve Herceptin
tarafindan bloke edilerek inaktive edilir (Schramm vd 2015).

Meme kanseri ve diger kanser ¢esitleri i¢in hedef odakli tedavi yontemleri
gelistirilmektedir. Biyolojik tedavi yontemlerinde kanserli hiicrelerin gen aktivasyonu
profillerinin bilinmesi 6nemlidir. Bu sebeple farkli kanser tiirlerindeki, kanserli
hiicreleri diger hiicrelerden ayiran 6zelliklerin ortaya ¢ikarilmasi kanser ¢aligmalarinin
temelini olusturur. Ayrica ortaya ¢ikarilan her bir yeni bliylime faktorii reseptorii, timor
baskilayict gen ve bunlarin baglanti kurdugu diger protein ve genler hakkindaki bilgi
birikimi yeni fikirler ve yeni ilaglar gelistirilmesine olanak saglayacaktir.

Bizim calismamizda meme kanseri i¢in tiimor baskilayici protein oldugu
diigiiniilen ATM ve TRIM29 arasindaki baglanti meme kanseri ve meme epiteli
hiicrelerinde karsilastirmali olarak incelenmistir. Ayrica bir¢ok kanser tiirlinde asiri
ekspresyona ugrayan TWIST1 geninin bu iki tiimor baskilayici gen ile iligkisi
aragtirllmistir. Yaptigimiz bu calismanin meme kanseri ile miicadelede hedef odakli
tedavi slireglerine fayda saglayacagini diisiinmekteyiz.
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2.11. Cahsmada Kullanilan Bazi Yontemlerle lgili Genel Bilgiler
2.11.1. RNAI aracihi gen inaktivasyonu

RNA interference (RNAI) aracili gen inaktivasyonu primer hiicrelerde gen
fonksiyonunun analiz edilmesine olanak saglayan bir yontemdir. Gen mutasyonu
yoluyla gen fonksiyonu ¢alisilmasina kiyasla bu yontem daha hizli ve etkilidir (Stewart
vd 2003). RNAI ilk defa fare embriyolarinda yapilan ¢alismalarda ortaya ¢ikarilmistir.
RNAI aracili gen inaktivasyonu mekanizmasi, temelde hedefe 6zgii sekans iceren ¢ift
sarmal bir RNA (dsRNA) yardimiyla &6zgiil mRNA’nin pargalanmasidir. Hedef
MRNA’nin par¢alanmasi i¢ kaynakli RISC ad1 verilen proteinin gorev aldig1 enzimatik
bir reaksiyon ile gergeklestirilir. Ik olarak RNase III Dicer tarafindan ¢ift sarmal RNA
21-25 niikleotid igerecek sekilde diizenlenir. Cift sarmallt RNA’nin bir kolu Argonaute
(Ago) ve cift sarmalli RNA baglama proteinleri araciligiyla, RISC proteinine baglanir.
RISC rehber RNA’y1 kullanarak hedef mMRNA’ya baglanir ve pargalanmasini saglar.
Birgok RNAi metodu bulunmaktadir (Kawasaki vd 2005, Moore vd 2010). Bu ¢alisma
kapsaminda kullanilan siRNA ve shRNA yontemleridir.

siRNA yontemi en basit yontemlerden biridir. Kimyasal olarak sentezlenmis
RNA oligoniikleotidlerin dogrudan sitoplazmaya aktarilmasi ile gergeklestirilir.
Sitoplazmaya aktarilma oranlari kullanilan transfeksiyon ajaninin etkinligine baghdir ve
yiiksek oranda gen inaktivasyonunun saglandigi bir yontemdir. Ancak bu yontem ile
saglanan gen inaktivasyonu kisa siirelidir (Moore vd 2010).
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Sekil 2.7. RNAI aracili gen inaktivasyonu (Uder vd 2011)

Diger RNA1 gen inaktivasyonu hedef hiicreye vektor aracili shRNA’larin
iiretilmesi yoluyla yapilir. Paketleme sistemi olarak adlandirilan genel kullanimda,
shRNA vektorii, psPAX2 ve pMD2.G vektorii ile birlikte araci bir hiicreye aktarilarak
viriis iiretimi yapilir. Daha sonra hiicreler hedef gene ait shRNA vektorii bulunduran
viriislerle enfekte edilir. shRNA vektorler lentiviriisler araciligiyla hedef hiicreye
aktarilirlar ve genom igerisine entegre olurlar. Genoma entegre olan plazmid vektor
hiicre boliinmesi sirasinda transkripte edilir ve hedef gene ait siRNA olusarak geni
inaktive eder (Moore vd 2010).

2.11.2. Iimmiinoblot (western blot)

Bu yontem homojenize doku ya da hiicre kiiltiirii 6rneklerinde hedef protein
varliginin belirlenmesinde ya da protein miktar1 degisimlerinin kalitatif olarak analiz
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edilmesinde yaygmn olarak kullanilan bir yontemdir. Yontem poliakrilamid jelde
yiiriitiilen proteinlerin, nitroselilloz membrana aktarildiktan sonra uygun antikor
baglanarak goriintiilenmesi temeline dayanir.

Poliakrilamid jel elektroforezi protein analizi ve saflastirmasi yapan her
laboratuvar icin standart bir teknik haline gelmistir. Daha siklikla miktar ve protein
biyiikliigii ¢alismalarinda kullanilir.  Poliakrilamid jel elektroforezinin protein
ayristirma orani jelin por biiyiikligi ile iliskilidir ve calisilan proteinin biiyiikliigiine
gore farkli konsantrasyonlarda kullanilarak daha yliksek verimde ayristirma saglanir.
Biiyiik proteinler i¢in diisiik, kiigiik proteinler i¢in yiiksek konsantrasyonda jel
kullanilmas: gerekmektedir (Towbin vd 1979). Jelde proteinler yiiriitiiliirken molekiiler
agirhik  belirteci  kullanilmasi gerekmektedir. Molekiiler agirlik belirteci hedef
proteininin bulundugu aralik bilinecegi igin en son goriintilleme asamasinda hedef
proteininin dogru goriintiilenip goriintillenmedigini belirlememize yardimci olur (Tsang
vd 1984).

Proteinlerin poliakrilamid jelde yiiriitiilmesinden sonra diger 6nemli basamak bu
proteinlerin jelden ayrilmasidir. Bu asama i¢in nitroseliiloz membran 1980°1i yillarin
basindan beri kullanilmaktadir ve kullanilan diger malzemelere kiyasla yiiksek basari
elde edilmesini saglamigtir (Burnette 1981). Basarili bir transfer western blot
calismasinin en 6nemli basamagini olusturur. Aktarilma isleminin basarili yapilmasi
hedef odakl1 degisebilir. Eger hedef protein kii¢lik bir protein ise aktarimin kisa siirede
giiclii bir voltaj ile yapilmasi en uygundur. Hedef protein biiyiik ise uzun siirede diisiik
voltaj uygulamasi gerekmektedir (Brown vd 1999).

Western blot’un en son agamasi membrandaki hedef proteininin uygun antikor
ile etkilesimi saglanarak goriintli alinmasidir. Basarili transfer isleminden sonra iyi
calisan bir antikor kullanilarak giivenilir bir western blot sonucu alinacaktir. Antikor
baglanmas1 asamasi i¢in hangi konsantrasyonda antikor kullanilacagi, inkiibasyonunun
yapilacagi sicaklik ve siire etkin baglanmayr etkileyecek degiskenlerdir. Bunlarin
belirlenmesi i¢in yeni calisilan antikor ile kontrollii olarak deneme yapilip sonuglarin
kiyaslanmas1 gerekmektedir. Uygun kosullar belirlendikten sonra yapilan antikor
baglama islemini immiinoblot sonuglarinin X-ray filmlerine aktarilmas: takip eder ve
sonuglar degerlendirilir (Brown vd 1999).

2.11.3. Es zamanh qRT-PCR

PCR yontemi molekiiler biyolojide kullanilan bir genin ¢ok sayida kopyasini
yaparak, gen aktivasyonu ve gen ekspresyonu diizeylerini belirlemek i¢in kullanilan
yontemlerin genel adidir. Cok sayida farkli PCR yontemi bulunmaktadir ve bu
yontemler filogeni, kalitimsal hastaliklarin teshisi, sekans analizi, DNA klonlama,
genlerin fonksiyonel analizi, genetik kimlik c¢alismalar1 gibi bir¢ok alanda
kullanilmaktadir.

Klasik PCR niteleyici olarak gen varligim1 ya da miktarini analiz etmek igin
kullanilir. Biitiin PCR tiirlerinde hedef gene 6zgii primerler dizayn edilir ve bu primerler
0zgl gen bolgeleri PCR cihazlart yardimiyla ¢ogaltilir. Sonradan gelistirilen ve gen
ekspresyonuna ait kantitatif veri sunan qPCR kiigiik miktarda DNA ya da mRNA’y1
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analiz edebilmektedir. mRNA kullanilarak gen ekspresyonunu analiz etmek icin
kullanilan PCR yontemi RT-PCR olarak adlandirilir (Gibson vd 1996). Kantitatif analiz
yapilmasma olanak saglayan es zamanli PCR cihazlarinin gelistirilmesiyle RNA
miktarinin belirlenmesi gen ekspresyonu degisimi ve aktivasyon kiyaslamalari ¢ok
kolaylagsmistir. Es zamanli qRT-PCR ¢ok hassas bir sekilde hedef gene ait mRNA
miktarinin analizinin yapilmasina olanak saglar. Bu teknikte ilk olarak RNA izolasyonu
yapilir. Izole edilen RNA’nin saf olmasi elde edilen sonuglarin giivenilirligi igin ¢ok
onemlidir. Daha sonra RNA’dan reverse transkriptaz enzimi yardimi ile cDNA elde
edilir. Bu asamada kullanilan enzimin kalitesi ve reaksiyon kosullarinin dogru optimize
edilmesi elde edilen cDNA Kkalitesini etkileyen 6nemli faktorlerdir. Daha sonra elde
edilen cDNA’nin analizi i¢in bir¢ok farkli yol kullanilabilir. En yaygin ve giivenilir
yontem DNA ya baglanan boyalarin verdigi floresansa gore dl¢iim yapan es zamanl
PCR cihazlaridir (Bustin 2000). Yaygin bir sekilde Sybr Green boyasi kullanilir. Bu
boya PCR reaksiyonu sonucu olusan ¢ift zincir DNA’ya baglanir ve sadece baglanma
sonras1 floresan 151k olusturur. PCR reaksiyonu dongiileri boyunca DNA miktarinin
fazlaligina gore Sybr Green tarafindan olusturulan floresan artar. PCR cihazi bu gene ait
floresan degerlerini ilk dongiiden itibaren alir gene ait gergek sinyalin okundugu dongii
sayist CT numarasi olarak kaydedilir ve hesaplamalar igin kullanilir (Morrison vd
1998).

Es zamanli qRT-PCR’de elde edilen CT degerleri tizerinde iki tiir hesaplama
yapilmaktadir. Bunlardan biri rolatif hesaplamadir ve hedef genin ekspresyon degisimi
referans olarak kullanilan bir genden g¢ikartilarak yapilir. Diger yontem ise kesin
hesaplama yontemidir. Bu yontemde ise dahili ya da harici bir kalibrasyon egrisi temel
alinarak hesaplama yapilir (Pfaffl 2001).

2.11.4. Lusiferaz reporter testi

Genetik reporter molekiiller gen ifadesi ¢alismalarinda indikatér olarak
kullanilirlar. Bu sistem hedef genin klonlandig1 reporter plazmid ile transfekte edilmis
hiicrenin disaridan verilen uyar: ya da hiicrede degisim gosteren bir faktore verdigi
tepkinin, gen promotorundaki aktivite degisimini nasil etkiledigini analiz etmek igin
kullanilir (Brasier vd 1989).

Lusiferaz reporter teknolojisi, lusiferaz enziminin lusiferin substrati ile
etkilesime girmesi esasina dayanir ki bu olay biyoluminesans siireci araciligi ile 11k
olusturur. Biyoluminesans olay1 bir¢ok organizmada meydana gelir ancak en yaygin
olarak kullanilan biyoluminesant, firefly (Photinus pyralis) lusiferaz’dir. 61 kDa
biiylikliigiindeki bu monomerik enzim iki basamakli oksidasyon reaksiyonlarim
katalizler ve yesil 151k olusturur. Lusiferaz kodlayan gen, luc olarak bilinir ve herhangi
bir post-translasyonel donilisime ugramaz. Diger yaygin kullanilan lusiferaz Renilla
reniformis 'den elde edilen Renilla lusiferaz’dir. 36 kDa biiyiikliigiindeki bu monomerik
enzim ise coelenterazine’yi coelenterami’de oksitler ve mavi 151k olusturur. Renilla
kodlayan gen Rluc herhangi bir post-translasyonel degisime ugramaz (\WWood 2007).

Klasik reporter assay yonteminde tek bir reporter plazmidi kullanilir ve hedef

gen lusiferaz plazmidinin yanit elementinin asagisina klonlanir. Eger degisen kosullar
genin daha yiiksek promotor aktivitesine yol agarsa, o kadar ¢ok lusiferaz mRNA’s1
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transkripte olur ve enzim miktarina bagl olarak 1sik olusumu artar. Bu yontemle tek
reporter plazmid kullanilarak genin transkripsiyonel aktivitesi degerlendirilebilir (Allard
2008).

Uygun Firefly luciferase
promotor Geni

\ 7

HEDEF HUCRE

ciferase geni

Reporter Vektor

Kontrol /6 7

Promotoru  Renilla luciferase geni
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proten\ '
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| /_\

Firefly luciferin Coelenterazine
] ]
Hucre ekstrakti Firefly luciferase Renilla luciferase

! Promotor Aktivitesi = Firefly luciferase aktivitesi / Renilla luciferase aktivitesi

Sekil 2.8. Cift asamali lusiferaz reporter testi (Ohmiya 2014)

Cift asamali reporter testinde ise hem Firefly hem de Renilla reporter
plazmidleri ile hiicreler ayn1 anda transfekte edilir. Firefly lusiferaz geni, hedef genin
yanit bolgesinin agagisina klonlanir. Renilla plazmidi ise biitiin kosullar altinda stirekli
aktif olacak sekilde calisir. Renilla lusiferaz kontrol plazmidi normal seviyede lusiferaz
tiretir diger plazmid ise hedef genin degiskenden etkilenme seviyesine bagli olarak
lusiferaz iiretimi yapar. Iki plazmid farkli lusiferaz 15181 olusturur ve bu veriler
luminometrede &lgiiliir. Iki verinin birbirine oranlanmas: ile hedef genin promotor
aktivitesinin verdigi tepkiyi ortaya koyar (Allard 2008).
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3. MATERYAL ve METOT

Calisma 2014 ve 2015 yillann arasinda Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Béliimii ve Florida Universitesi Kanser Genetik Arastirma Merkezinde
ylriitiilmistir.

3.1. Materyal
3.1.1. Hiicre hatlan

Calismada SKBr3, MDA-MB-468, MDA-MB-231 ve BT-549 meme kanseri
hiicreleri ile HMEC insan meme epiteli hiicresinin siirekli kiiltiirii yapilmistir. Ayrica
Cizelge 3.1°de verilen diger hiicre gruplari TRIM29 gen ifadesi miktarinin analizini
yapmak icin kisa siire kiiltiire edilmistir. Kiiltiire edilen hiicrelerin 6zellikleri Cizelge
3.1°de verilmistir.

3.1.2. Kullanilan gerecler

Vorteks karistirict (Nuve Mix), mikro santrifiij (Eppendorf), elektroforez igin
giic kaynagi (Thermo), elektroforez sistemi (Thermo), jel goriintiileme sistemi
(ImageQuart 300), mikrodalga firin (Kenmore), hassas terazi (Smart Weight Digital
Pro), 1sitmali manyetik karistirict (Hanna Instruments HI 190M), pH metre
(Impermeables), PCR cihazi (Labnet MultiGene Optimax Themal Cycler), otomatik
pipet takimi (Eppendorf), su banyosu (Edvotek), western blot sistemi (Bio-Red),
western blot film okuyucu (Kodak), es zamanli qRT-PCR cihaz1 (Applied Biosystems),
hiicre kiiltiir etlivii (Thermo), hiicre kiiltiir kabini (Clemson), -20 ve -80°C sogutucular
(Thermo) ve 96 plate okuyuculu spektrofotometre (SpectraMAXx) cihazlari tez ¢alismasi
boyunca kullanilmustir.
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Cizelge 3.1. Calisma kapsaminda kullanilan hiicrelerin genel 6zellikleri (Holliday ve Speirs 2011)

Hiicre Hatt1
MCF-7
MDA-MB-231

MD-MB-468

MCF-10
SKBr3
BT-549
MDA-MB-435

Reseptor

ER+, PR+/-,
HER2—

ER—, EGF+, TGFa
ER—, EGF+,
TGFa, PR—,
HER2-

ER+, PR+/—,
HER2-

ER-

ER+, EGF+

ER—, PR—, HER2+
ER—, PR—, HER2—-
ER-

Timorijenisite

+ + + |

Hastahk

Adenokarsinoma

Adenokarsinoma

Adenokarsinoma

Duktal karsinoma

Fibrokistik
Adenokarsinoma
Duktal karsinoma
Adenokarsinoma

Hiicre Tipi
Epiteliyal
Epiteliyal

Epiteliyal

Epiteliyal

Epiteliyal
Epiteliyal
Epiteliyal
Epiteliyal
Epiteliyal

Motilite
++

++++

+++

+++

++

++++
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3.1.3. Kimyasal cozeltiler

Dondurucu Soliisyonu
%90 FBS+%10 DMSO olacak sekilde karigtirilarak hazirlandi.

LB Agar
10 g Bacto tryptone

5 g Yeast extract (maya ekstrakti)

10 g NaCl, 800 ml dHz0 ile karistirildi ve NaOH ile pH 7.5 olacak sekilde ayarlandi.
Daha sonra 15 g agar eklendi, hacim 1 L’ye dH.0 ile tamamlandi1 ve otoklavla steril
hale getirilirdi.

Siiper Brot
35 g Tryptone

20 g Yeast extract (maya ekstrakti)
5 g NaCl
5mL 1 N NaOH, 1 L suda ¢6ziildii ve otoklavla steril hale getirilirdi.

SOC Besiveri
20 g Bacto tryptone

5 g Yeast extract (maya ekstrakti)

2ml 5 M NaCl

2,5ml 1 M KCI

10 ml 1 M MgCl;

10 ml 1 M MgSOg4

20 ml 1 M glukoz’u, 900 ml ddH20 igerisinde ¢6ziildii ve hacmi 1 L’ye tamamlanarak
hazirlandi. Otoklovla steril hale getirildi.

10XTAE

48,5 g Tris

11,4 ml Glasiyal asetik asit

20 ml 0,5 M EDTA (pH 8.0), 1 L suda karistirilarak stok 10XTAE hazirlandi.

Protein Lizis Tamponu

125 mM Tris-HCI (pH 7.5)

5mM EDTA

%1 SDS, ihtiyaca gore verilen miktarlarla igerik kullanilarak hazirlandu.

SDS-PAGE Tamponu

150 mM Tris-HCI (pH 6.8)

%10 B-merkaptoetanol

%20 Gliserin

%3 SDS

%0,01 Brom fenol mavi

%0,01 Pyronin-Y igerigi toplam hacim 100 ml olacak sekilde iyice karigtirilarak
hazirlandi, siizme islemi yapildi ve ependorf tiiplerine boliindii.
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SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu

28,8 g Glisin

6,04 g Tris baz

2 g SDS 1600 ml dH20 igerisinde ¢oziildii ve hacmi 2 L’ye tamamland.

Transfer Tamponu

28,8 g Glisin

6,04 g Tris Baz1 1,6 L dH20 ile ¢oziildii ve 200 ml Methanol eklendi. iyice karistirild:
ve toplam hacmi dHzO ile 2 L’ye tamamlandi.

Ponceau boyasi

1 g Ponceau S

50 ml Asetik asit, 1 L ddH2O’ya eklendi, iyice karistirildi ve filtreden gegirilerek
hazirlandi.

IXTBST

20 mM Tris

137 mM NaCl (pH 7.6)

1 ml Tween20 eklendi ve iyice karistirilarak hazirlandi.

3.2. Metot
3.2.1. Hiicre kiltiirii

SKBr3, MDA-MB-468, MDA-MB-231 ve BT-549 meme kanseri hiicreleri ile
HMEC insan meme epiteli hiicre hatlar1 American Type Culture Collection’dan temin
edildi (ATCC Manassas, VA). Biitiin hiicre hatlar1 %10 FBS ve 5 ml Penisilin-
Streptomisin ilave edilmis, 4,5 Glukoz, L-Glutamin ve Sodyum piruvat i¢eren hazir
DMEM (Cellgro) ortaminda Ai vd (2012) tanimlandig1 sekilde kiiltiire edildi. Biitiin
hiicre gruplar1 %5 CO2 ve 37 °C’de hiicre kiiltiir etiiviinde (THERMO) steril sartlarda
kiiltiire edildi. Hiicre kiiltiirii i¢in, ihtiya¢ duyulan miktara uygun olacak sekilde 100x20
mm, 35x10mm ve 60mm boyutlarinda steril kiiltiir plateleri kullanildu.

3.2.2. Hiicre pasajlama

Hiicre pasajlamasi hiicre yogunlugu %80-90’a ulasinca yapildi. Istenilen hiicre
yogunlugu yakalaninca ilk olarak kiiltiir ortam1 uzaklastirildi ve hiicreler 3 ml PBS ile
iki defa yikandi. PBS uzaklastirildi ve kullanilan kiiltiir plate biyiikliigiine gore tiripsin
(100x20 mm plate igin 1,5 ml, 60 mm igin 500 ul ve 35x10 mm igin 300 pl) eklendi.
Hiicreler plate ylizeyinden ayrilincaya kadar etiivde inkiibe edildi. Hiicreler plate
yiizeyinden ayrilinca, plate biyiikliigiine gore farkli miktarda (100x20 mm plate i¢in 10
ml, 60 mm i¢in 3 ml ve 35x10 mm i¢in 2 ml) DMEM besiyeri ile tiripsin etkisi inhibe
edildi ve hiicreler yeni platelere pasajlandi.

Hiicreler eger daha uzun siire inkiibe edilmeyecekse tiripsin uygulanmasindan

sonra 5 ml DMEM eklenerek, 15 ml falkon tiiplerine aktarildi ve 1300 rpm’de 5 dk
santrifiij edildi. Stipernatan uzaklastirildi ve dondurucu soliisyonundan 500 pl eklenerek
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hiicreler 6 ay ve daha kisa siire i¢in -80°C’de, uzun dénemli stoklar i¢in sivi nitrojen
icerisinde bekletildi.

3.2.3. Hiicre proliferasyon analizi (MTT)

Hicre prolireferasyon analizi CellTiter-Blue Reagent (Promega) iiretici firma
tarafindan belirlenen protokole ve Ai vd 2008’de uygulandigi sekilde yapildi.

» Test uygulanacak her bir hiicre grubu 12’li plaka, toplam hacim 2 ml olacak
sekilde kiiltiire edildi.

> Hiicreler 24 ve 48 saatlik periyotlarda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 2 kere
PBS ile yikandu.

»> 2 ml besiyeri ve 200 ul CellTiter-Blue Reagent eklendi. 10 saniye ¢alkalama
isleminden sonra hiicreler 1,5 saat boyunca normal kiiltlir kosullarinda inkiibe
edildi.

» 100 pl besiyeri kiiltirden alindi ve 560/580 nm’de BMG Labtech marka
florimetre de Ol¢clim yapildi. 24 saatlik kiiltiirdeki hiicre konsantrasyonu 48
saatteki hiicre konsantrasyonuna kiyaslanarak grafikler olusturuldu.

3.2.3.1. istatistiksel analiz

Hiicre proliferasyonu analizi sonucu elde edilen sayisal veriler SPSS programi
kullanilarak analiz edildi. Analiz isleminde t testi kullanildi ve «=0,05 degerine gore
onem araligi belirlendi (Ai vd 2014).

3.2.4. Plazmid DNA transformasyonu ve izolasyonu

shRNA plazmid vektorlerinden yeteri kadar elde etmek i¢in bu plazmidler DHa5
olarak bilinen E.coli hiicrelerine transforme edilip ¢ogaltilmalar1 gerekmektedir. Bunun
icin Oncelikle LB brot agar hazirlandi. LB agar otoklavda steril hale getirildi ve
platelere esit miktarda dagitilarak sogumasi beklendi. Her plazmid vektdr i¢in ayri
DHa5 hiicresi kullanildi. LB agarlar hazir hale gelince;

> Oncelikle her shRNA plazmidi 6zel ependorf tiipleri i¢indeki DHoaS5 hiicre
ortamina toplam hacmi 1 pg olacak sekilde eklendi ve 1-2 saat buz icerisinde
bekletildi.

» Buz iginden alinan ependorf 1-2 dk 42°C’de hot-shock islemi igin su
banyosunda bekletildi, ependorf tiiptine 500 ul SOC besiyeri eklendi ve 2 saat
37 °C’de calkalamali etiivde inkiibe edildi.

» shRNA plazmidi ile transforme olmus DHaS hiicreleri ampisilin iceren LB
agarlara ekildi ve 1 giin boyunca 37 “C’de inkiibe edildi.

» Normal kosullarda DHa5 hiicreleri ampisilin direng¢ geni tasimazlar. Transforme
olmus hiicreler ampisilin direng geni iceren shRNA vektorlerini aldiklart i¢in LB
agarda tek koloniler olustururlar.

» Secilen tek koloni hedef gene ait shRNA igceren plazmid tasgimaktadir. Bu
plazmid DNA’sindan yeteri kadar elde edebilmek icin siiper brot igerisinde
cogaltilmasi gerekir.
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» shRNA igeren tek koloniler se¢ildi ve Sml siiper brot igerisinde en fazla 18 saat
stire boyunca ¢alkalamali etiivde 37 *C’de inkiibe edildi.

Yeterli miktarda bakteri liretimi saglandiktan sonra Thermo Genelet Miniprep
Kit’1 kullanilarak plazmid izolasyonu gerceklestirildi.

> Oncelikle siiper brot igerisindeki ortam ependorf tiiplerine aktarildi, santrifiij
edildi ve bakteri peleti elde edildi.

Her ornek peleti icin 250 pl Resuspension ¢ozeltisi eklendi ve pipetleme
yapilarak biitiin pelet s1vi1 i¢erisinde homojen hala getirildi.

250 pl Lizis ¢ozeltisi eklendi ve ependorf tiipii alt {ist edilerek Resuspension
cozeltisi ile iyice karigsmasi saglandi.

En son olarak Neutralization ¢ozeltisi eklendi, tekrar ependorf tiipii alt ist
edilerek biitiin igerigin karigmasi saglandi ve 5 dk 14000 rpm’de santrifiij edildi.
Elde edilen siipernatant firma tarafindan saglanan spin kolonlara aktarildi ve 1
dk santrifiij edildi.

Kolondaki filtreye aktarilan plazmid DNA’lar1 2 kere yikama ¢ozeltisi ile
yikanip diger hiicresel yapilardan arindirildi.

Kit tarafindan saglanan Elution ¢o6zeltisinden 50 pl kolon igindeki filtreye
eklenerek 2 dk beklendi ve 2 dk 14000 rpm’de santrifiij edilerek, plazmid
DNA’lar1 ependorf tilipiine aktarildi. Plazmid DNA konsantrasyon oranlari
spektrofotometrede dsDNA 6lglim i¢in hazirlanmis 6zel program ile belirlendi.
Plazmid DNA’lar1 1/50 oraninda sulandirilarak dl¢iim yapildi.

YV V VvV V¥V V V¥V

3.2.5. RNA interference (RNAI)
3.2.5.1. shRNA plazmid transfeksiyonu

shRNA kontrol plazmidi olarak pLKO.1-TRC ve pGIPZ kullanildi. Hedef
genlere ait ShRNA klonu igeren plazmidler Open Biosystem’den elde edildi. ATM,
HIF-1a, RelA, TRIM29 ve HIF-2a igin 5 adet ShRNA plazmidi saglandi. ATM ve RelA
shRNA gen inaktivasyonu i¢in pGIPZ kontrol ve shRNA klonu iceren pGIPZ
plazmidleri kullanilirken, HIF-1a, TRIM29 ve HIF-2a i¢in pLKO.1-TRC kontrol ve
ShRNA klonu igeren pLKO.1 plazmidleri kullanildi. Genel olarak bu plazmidlerden en
Ilyi gen inaktivasyonu saglanan 2 ya da 3 tanesinden elde edilen sonuglar
degerlendirmeye alindi.
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Sekil 3.1. shRNA klonlanmamis pLKO.1 kontrol plazmid vektoriiniin haritasi

pLKO.1 Ampisilin ve Puromisin direng geni igerir. ShRNA U6 geni ile hPGK
promotoru arasina klonlanir (Snapgene 2015).
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Sekil 3.2. shRNA klonu igcermeyen pGIPZ kontrol plazmid vektoriiniin haritasi

pGIPZ Ampisilin ve Puromisin direng geni igerir. Hedef gene ait SARNA, PURO
geni ile WRE geni arasina klonlanir (Snapgene 2015).
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Sekil 3.3. psPAX2 plazmid vektoriiniin haritast

psPAX2 plazmidi lentiviriis iiretimi i¢in gerekli olan enzim yapilarini igeren
plazmiddir. Bu plazmid Ampisilin direng geni igerir (Snapgene 2015).
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Sekil 3.4. pMD2.G plazmid vektoriiniin haritasi

pMD2.G ise viriis igeriginin paketlenmesi i¢in gerekli olan yapisal proteinlerin
kodlarini igermektedir. Bu plazmid Ampisilin direng geni igerir (Snapgene 2015).

shRNA kodlayan plazmidler, bos plazmid (kontrol plazmid), psPAX2 ve

pMD2.G plazmidleri ile birlikte HEK-293FT hiicreleri igine, iretici firma protokoli
uygulanarak Lipofectamin2000 (Life Technology, Grand Island, NY) araciligi ile
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transfekte edilmistir. HEK-293FT hiicreleri transfeksiyondan bir giin 6nce yapilacak
transfeksiyon miktarina gore 6, 12 ya da 24’lii plate’lere (kuyucuklara) ekildi ve %70
yogunluga ulasana kadar kiltiire edildi. Transfeksiyon islemi iiretici firma Thermo
Fisher tarafindan saglanan protokole gore yapildi.

>

>

YV WV VYV Y

Y VY

Transfeksiyon isleminden 6nce HEK-293FT hiicreleri %70 yogunluga ulasana
kadar 6’11 platelerde kiiltiire edildi.

Yapilacak her bir transfeksiyon i¢in 2 adet steril deney tiipii hazirlandi. Bu
tiiplerin her birine 250 ul FBS ve antibiyotik icermeyen Opti-MEM eklendi.
Tiiplerden ilkine 10 pl Lipofectamin2000 ¢ozeltisi konuldu. Diger tiipe hedef
gene ait shRNA igeren plazmid, psPAX2 ve pMD2.G plazmidlerinden
konsantrasyon degeri 1 pg olacak sekilde eklendi.

Iki tiip icerigi birbirine karistirildi ve oda sicakhiginda 20 dk bekletildi.

Yeteri yogunluga ulasmis HEK-293FT hiicrelerinin ortami uzaklastirildi ve 2
kere PBS ile yikandi.

Plate sayisina gore antibiyotik icermeyen %10 FBS’li DMEM eklendi. Tiip
icerisindeki Lipofectamin2000-plazmid karigimi platlere eklendi.

3 giin boyunca HEK-293FT hiicrelerine virlis iiretimi i¢in kiiltiire edildi. 3.
giiniin sonunda viriisler toplandi. Toplanan viriisler kisa siireli kullanim i¢in 4
°C’de, uzun siire i¢in ise -80 °C’de saklandi.

Hedef hiicreler virtis ile transdiikte edilmeden once 6’11 platelere aktarildi.

Hedef hiicre grubu %50-60 yogunluga ulasincaya kadar kiiltiire edildi. Toplanan
Viriislerin bulunduklar1 ortama, hedef hiicre igerisine aliniminin kolaylagsmast
icin konsantrasyonu 10 ug/ml olacak sekilde Polibiren eklendi.

shRNA plazmid iceren viriisler siringa ile alindi ve filtre yardimiyla siiziilerek
6’11 platede bulunan hedef hiicre transdiikte edildi. Transdiiksiyondan sonra
hedef hiicre 2 giin boyunca kiiltiire edildi. Bu iki giin boyunca eger hiicre
ortaminda sari-portakal rengi ortaya ¢ikmigsa ortama biraz daha DMEM eklendi.
2 giin sonunda hiicrelerin bulundugu ortam uzaklagtirildi ve yeni besiyeri
eklendi. Viriis ile enfekte olmus hiicrelerin segilebilmesi i¢in ortama
konsantrasyonu 2 pg/ml olacak sekilde Puromisin eklendi ve hiicreler yeteri
yogunluga ulasincaya kadar inkiibe edildi.

3.2.5.2. siRNA transfeksiyonu

alindi.

>

vV V VYV V

Insan TWIST1 siRNA ve kontrol siRNA’lar1 Thermo Fisher Scientific’den satin
Transfeksiyon iglemi iiretici firma tarafindan saglanan protokole gére yapildi.
Hedef hiicre gruplari transfeksiyondan bir giin 6nce 24’lii platelere ortam hacmi
500ul olacak sekilde ekildi. Transfeksiyon oncesi hiicreler yogunluk %60-70’e
ulasincaya kadar kiiltiire edildi.

Her transfeksiyon 6rnegi i¢in 50 pl opti-MEM serumu iginde 50 pmol/L siRNA
olacak sekilde karistirildi.

Her 50 pl opti-MEM serumu i¢in 1 pl Lipofectamin2000 olacak sekilde karisim
hazirlandi. Oda sicakliginda 15 dk beklendi.

15 dk beklemeden sonra siRNA ve Lipofectamin2000 karistirildi. Oda
sicakliginda tekrar 15 dk bekletildi.

Onceden Kkiiltiire edilmis hiicre ortamlar1 uzaklastirildi ve 400 pl antibiyotik
icermeyen DMEM ortama eklendi.
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» Her plate i¢in 100 pl siRNA-Lipofectamin2000 karisimi ortama eklendi. 24’li
plate nazikce karistirildi.
» Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler toplandi ve analiz edildi.

3.2.6. immiinoblot analizi (western blot)

SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi) ve
immunoblot testi Brown vd (1999)’da belirtildigi gibi yapilmistir. Western blot analizi
temelde 3 asamadan olusur ve ilk olarak protein izolasyonu ve protein
konsantrasyonunun belirlenmesi gergeklestirildi.

3.2.6.1. Protein izolasyonu ve kantitasyonu

> Oncelikle kiiltiire edilmis hiicreler tiripsin uygulanarak toplandi, PBS ile 1 kere
yikandi ve santrifiij edildi. Siipernatan kismi uzaklastirilarak pelet kismi
kullanilacag1 zamana kadar -80 °C’de sakland.

» Protein lizis ¢ozeltisi pelet biiyiikliigiine bagli olarak farkli miktarlarda
uygulandi.

» Lizis ¢ozeltisi eklenmis hiicre peleti igeren tiipler 5 dk boyunca isiticida
100 °C’de kaynatildi, kisaca ultrasonik pargalayiciya maruz birakildi ve 5 dk
14000 rpm’de santrifiij uygulanda.

» Protein konsantrasyonu iiretici firma (Pierce) tarafindan belirlenen BSA protein
testi uygulanilarak belirlendi.

» Stok c¢ozeltiden alman protein Ornekleri 1/4, 1/8, 1/12 olacak sekilde
sulandirildi. Sulandirilmis her 6rnek icin 1, 2, 4 ve 8 ul olacak sekilde 96 well
plate eklendi. Konsantrasyonu 2 pg/ml olan BSA standardindan 0, 1, 2, 3,4, 5, 6
ve 7 ul 96 well plate yiiklendi.

> Uretici firma tarafinda saglanan A ve B ¢ozeltisi 1/50 olacak sekilde karistirilda,
standart ve her ornek tizerine 100 pl eklendi. 37 °C’de 30 dk bekletildi. 96’11
plate okuyuculu spektrofotometre, BSA protein kantitasyonu programi
kullanilarak protein konsantrasyonlar1 belirlendi.

» Protein konsantrasyonu belirlendikten sonra stok proteinden ve SDS tampon
cozeltisinden 40 pl eklenerek 6rnekler seyreltildi. Her yiikleme isleminden 6nce
ornekler 2 dakika 100 °C’de 1sitildi.

Protein biiylikligiine gore farkli konsantrasyonlarda SDS-Poliakrilamid jel
hazirlandi. Konsantrasyonlaria gore jel igerigi Cizelge 3.2°de gdsterilmistir.
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Cizelge 3.2. SDS-PAGE hazirlanirken kullanilan maddeler ve bu maddelerin jel

konsantrasyonuna bagli miktari

Jel tiirii Resolving jel Stacking
jel

Jel yiizdesi %5 %6 %7,5 %10 %12 %15 Sabit
Akrilamid/Bis | 4,1 ml 5ml 6,3ml | 83ml | 10,3ml | 124 ml| 13 ml
Tampon 6,2 ml 2,5 ml
Su 146ml | 13,8ml [ 125ml [105mI| 85ml | 6,4ml | 6,2ml
TEMED 25 ul 10 pl
%10 APS 250 pl 100 pl

3.2.6.2. SDS-PAGE elektroforezi

Ikinci temel asama SDS-PAGE jel elektroforezi ve proteinlerin nitroseliiloz

membrana aktarilmasi islemidir.

>

YV WV VYV V¥V

Ornekler ve protein belirteci SDS-Poliakrilamid jele yiiklendi ve 1-2 saat
boyunca 40-80 mA’da (eger iki jel ayn1 anda yiiriitiilecekse 80 mA’da yapildi)
elektroforez gerceklestirildi. Jel iizerindeki protein bantlarinin gézlenebilmesi
icin metilen mavisi ile jeller boyandi. Bu islem protein izolasyonunun basarili
bir sekilde gerceklesip gerceklesmedigini anlamak i¢in yapildi.

Elektroforez isleminden sonra jelde bulunan protein bantlart nitroseliiloz
membrana transfer tamponu araciligi ile aktarildi.

Biiyiik proteinler i¢in 12 V’de gece boyunca transfer yapilirken kiigiik proteinler
icin 25 V’de 5 saat boyunca transfer islemi gerceklestirildi.

Membran Ponceau boyasi ile boyanarak protein bantlar gdzlemlendi (Brown vd
1999).

Basarili transfer gerceklestirildigi anlasildiktan sonra immiinoblot islemine
gecildi.

3.2.6.3. immiinoblot

Son olarak membrana aktarilmis proteinlerin uygun antikor ile baglanmasi ve

goriintiilenmesi gerceklestirilir.

>

Membranin Antikor ile inkiibasyonundan Once spesifik olmayan protein
etkilesimlerini 6nlemek i¢in %35 Siit-TBST (100 ml TBST ve 5 gr yagsiz siit) ile
membran 45 dk boyunca bloklandi.

Bloklama igleminden sonra membran 30 dk boyunca TBST ile yikandi.
Nitroseliiloz membranlar %5 BSA-TBST (100 ml TBST ve 5 gr BSA) ve her
caligilan proteine 6zgii antikor ile gece boyunca ya da onceden antikor igin
belirlenmis siirede inkiibe edildi. Biiylik proteinlerin immiinoblot islemi gece
boyunca yapildu.

Kullanilan antikorlar anti-ATM (1:1000 GeneTex) anti-HIF-1oo (1:3000
GeneTex, 1:2000 NOVES), anti-TWIST1 (1:3000 GeneTex), anti-NF-KappaB
(1:2000 GeneTex), anti-CAIX (1:4000 ABCAM), anti-TRIM29 (1:7500 Santa
Cruz), anti-H2AX (1:3000 ABCAM), anti-HA (1:1000 Santa Cruz), anti-Myc
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(1:1500 Santa Cruz)’dir. Kontrol olarak anti-aAktin (1:10000 ABCAM) ya da
anti-Tubiilin (1:5000 Santa Cruz) kullanildu.

Primer antikor inkiibasyonundan sonra membranlar TBST ile 3 kere 10 dk
boyunca yikandi ve 1:3000 oraninda ikincil antikor ile 3 saat boyunca inkiibe
edildi.

Ikincil antikor inkiibasyonundan sonra membranlar 3 kere 10 dk TBST ile
yikandi. Proteinlerin varligi Thermo marka SuperSignal West Chemiluminescent
substratt kullanilarak gercgeklestirildi. Kit icerisinde bulunan iki ¢ozelti esit
oranda (kii¢iik nitroselilloz membran i¢in 2’ser ml, daha biiyiik nitroseliiloz
membranlar igin 4’er ml) karigtirilarak nitroseliilloz membran tizerine dokiildii ve
2 dk oda sicakliginda bekletildi. X-ray filmi kullanilarak protein varligi western
blot film okuyucuda kaydedildi. X-ray filmindeki goriintiiler taranarak,
Photoshop programinda bant biiyiikliikleri analizi yapildi.

3.2.7. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Total RNA izolasyonu Trizol reaktifi kullanilarak (Invitrogen, Carlsbad, CA)

gercgeklestirdi.

>

>

1 ml Trizol hiicre peletinin tizerine eklendi, pipet yardimi ile iyice karistirildi ve
oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.

200 pl kloroform eklendi ependorf tiipii alt iist edilerek iyice karigsmasi saglandi
ve oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra 4 °C’de 15 dk
boyunda 12000 rpm’de santrifiij edildi.

Ependorf tiipli igerisinde en {liste kalan seffaf renkli kisim yeni ependorf tiipline
aktarildi, 500 pl izopropanol eklendi, tiip alt {ist edilerek iyice karistirild1 ve oda
sicakliginda 10 dk inkiibe edildi.

Daha sonra 8 dk 12000 rpm’de santrifiij edildi, siipernatan kismi uzaklastirildi
ve pelet 1 ml %75 alkol ile yikandi.

5 dk 7500 rpm’de santrifiij edildi, siipernatan uzaklastirildi ve pelet oda
sicakliginda 10 dk kurumaya birakildi.

Pelet tizerine 50 pl nukleaz icermeyen su eklendi ve 10 dk boyunca 55 °C’de
wsitildi. Daha sonra spektrofotometrede 3 pul RNA/150 pl dH20 olacak seklinde
sulandirma yapilarak RNA konsantrasyonlari belirlendi. Konsantrasyon oranlari
belirlenirken 260 ve 280 nm’de elde edilen oranlarin boliimii sonucu elde edilen
deger 1,8’in altinda olan 6rneklerde DNA ya da protein kontaminasyonu oldugu
degerlendirilerek RNA izolasyonu tekrar yapildi.

Applied Biosytems High Capacity RNA’dan cDNA’ya kiti kullanilarak cDNA

sentezi gerceklestirildi. Biitiin 6rnekler i¢in RNA konsantrasyonlarina bagl olarak en
fazla 5 pg RNA igerecek sekilde reaksiyon kurularak cDNA sentezi gergeklestirildi.
Reaksiyon su sekilde kuruldu;

10 pl Reaksiyon Buffer
1 pl Reverse Transkriptaz enzim
9 ul RNA-su, olacak sekilde her bir 6rnek igin 20ul reaksiyon kuruldu.
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=

Basamak: 37 °C’de 1 saat

Basamak: 95 °C’de 5 dk

3. Basamak: 4 °C’de o, olacak sekilde PCR cihazinda iiretici firma tarafindan
verilen kosullara uygun reaksiyon kuruldu.

N

Elde edilen ¢cDNA’lar 1:10 olacak sekilde nukleaz igermeyen saf suyla
sulandirildi. Kullanim zamanina kadar kisa siire i¢in -20’de uzun siireli beklemeler i¢in
-80’de bekletildi.

3.2.8. Reverse transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)

RT-PCR reaksiyonlar1 icin Promega GoTaq Green Master Mix kullanildi ve RT-
PCR reaksiyonu fiiretici fima tarafindan saglanan kit protokoliine uygun olarak
gergeklestirildi.

12,5 pl GoTaq

5 ul primer (Reverse-Forward karisimi 5 ug/ml olacak sekilde hazirlandi)

5 ul Su

2,5 ul cDNA, olmak tizere 25 pl reaksiyon kuruldu. Calisilan genlere ait primer
sekanslar1 ve PCR kosullar1 Cizelge 3.3. ve 3.4’te verilmistir.

3.2.8.1. Agaroz jel elektroforezi

Bakteri plazmid izolasyonu ve RT-PCR reaksiyonlart sonrasinda elde edilen
riinler i¢in %1 (1 g agaroz+100 ml 1XTAE) ve %2 (2 g agaroz+100 ml 1XTAE)’lik
agaroz jeller hazirlandi. Agaroz, TAE icgerisinde ¢oziildiikten sonra kaynatildi ve
tizerine konsantrasyonu 10 mg/ml olan 5 ul etidyum bromiir eklendi. Agaroz jel, jel
yatagi igerisine dokiildii ve yiikleme kuyucuklarini olusturmak igin jelin {izerine tarak
yerlestirildi. Soguma isleminden sonra tarak cikarilarak, elektroforez tankinin igine
yerlestirildi ve tank jel kuyucuklari kaplanincaya kadar 1xTAE ile dolduruldu. 7 pl
ornek ve 3 pl ylikleme tamponu ile kuyucuklara yiiklendi. Jel elektroforez tanki, gii¢
kaynagina baglandi ve 90 V’de 60 dk boyunca yiiritildi. RT-PCR sonuglarini
goriintiilemek i¢in ImageQuart 300 cihazi kullanild: ve jel fotograflari ¢ekildi.
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Cizelge 3.3. Calisma kapsaminda kullanilan primerlerin sekanslari ve TM degerleri

ATM 5’-CAGGGTAGTTTAGTTGAGGTTGACAG-3* 57 5 -CTATACTGGTGGTCAGTGCCAAAGT-3’ 58,5
HIF-la 5-CCTATGACCTGCTTGGTGCTGA-3’ 59,2 5’-TCCACCTCTTTTGGCAAGCA-3’ 57,3
HIF-2a 5-GAACAGCAAGAGCAGGTTCC-3° 56,3 5’-AGAGAGTGAAGCTGGTGGGA-3’ 57,9

RelA 5’-GCTCCTGTGCGTGTCTCCAT-3’ 59,9 5-GTGGGTCCGCTGAAAGGACT-3’ 59,7

TRIM29 5-TTGCATGTTCCAGGAGCACAAGAAT-3’ 59,3 5-CAATGCACCAAATTCCTGCAGAAACA-3’ 58,7
TWIST1 5’-CAGTCTTACGAGGAGCTGCAGAC-3’ 59,1 5’-CTGGAAACAATGACATCTAGGTCTCCG-3’ 58,7
CAIX 5’-GTCTCGCTTGGAAGAAATCG-3’ 53,7 5-AGAGGGTGTGGAGCTGCTTA-3 58,2
Vimentin  5’-CTTCAGAGAGAGGAAGCCGA-3’ 55,9 5-ATTCCACTTTGCGTTCAAGG-3’ 54
E-kaderin 5’-TTGACGCCGAGAGCTACAC-3’ 57,2 5-GACCGGTGCAATCTTCAAA-3 53,3
EpCAM  5’-CAGCTCAGGAAGAATGTGTCTGTGAA-3> 58,7 5-TTCAATGATGATCCAGTAGGTTCTCACTCG-3> 594
N-Kaderin 5’-GTGCATGAAGGACAGCCTCT-3’ 57,4 5-CCACCTTAAAATCTGCAGGC-3’ 55
GAPDH 5-ACCCAGAAGACTGTGGATGG-3’ 56,6 5’-TTCAGCTCAGGGATGACCTT-3’ 55,8
AKTIN 5’-GCACAGAGCCTCGCCTT-3’ 58,3 5’-GTTGTCGACGACGAGCG-3’ 56,4
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Cizelge 3.4. Calisma kapsaminda analiz edilen genlere ait PCR kosullari

Gen Adi Baslangi¢ Denaturasyon Baglanma Uzama Final Uzama Dongii Sayist
Denaturasyon
ATM 95 °C, 5dk 94 °C, 45sn 59°C, 45sn 72 °C, 1dk 72 °C, 10dk 35
HIF-la 95 °C, 7dk 94 °C, 45sn 57°C, 1dk 72 °C, 1dk 72 °C, 7dk 26
HIF-2a 95 °C, 5dk 94 °C, 30sn 58 °C, 30sn 72 °C, 1dk 72 °C, 7dk 25
RelA 95 °C, 10dk 94 °C, 45sn 60 °C, 1dk 72 °C, 1dk 72 °C, 10dk 26
TRIM29 95 °C, 7dk 94 °C, 45sn 59 °C, 1dk 72 °C, 1dk 72 °C, 7dk 25
TWIST1 95 °C, 5dk 94 °C, 45sn 59 °C, 1dk 72 °C, 1dk 72 °C, 5dk 37
CAIX 95 °C, 5dk 94 °C, 30sn 55°C, 45sn 72 °C, 1dk 72 °C, 5dk 27
Vimentin 95 °C, 5dk 94 °C, 45sn 55°C, 45sn 72 °C, 1dk 72 °C, 10dk 30
E-kaderin 95 °C, 5dk 94 °C, 45sn 55°C, 45sn 72 °C, 1dk 72 °C, 10dk 28
EpCAM 95 °C, 5dk 94 °C, 45sn 59 °C, 45sn 72 °C, 1dk 72 °C, 10dk 33
N-Kaderin 95 °C, 5dk 94 °C, 45sn 56 °C, 45sn 72 °C, 1dk 72 °C, 10dk 28
GAPDH 95 °C, 5dk 94 °C, 30sn 59 °C, 1dk 72 °C, 1dk 72 °C, 10dk 22
AKTIN 95 °C, 5dk 94 °C, 45sn 57°C, 1dk 72 °C, 1dk 72 °C, 10dk 25
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3.2.9. Es zamanh kantitatif reverse transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu
(QRT-PCR)

Es zamanli qRT-PCR i¢in Applied Biosytems Power Sybr Green kullanildi. Es
zamanli qRT-PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerlerin sekanslar1 Cizelge 3.3’te
verilmistir. Hem RT-PCR hem de es zamanli qRT-PCR reaksiyonlar1 i¢in aym
primerler kullanilmistir

e 10 ul Sybr Green

e 4 ulcDNA

e 2 ul primer (Reverse-Forward karisimi 5 pg/ml olacak sekilde hazirlandi)
e 4 ul ddH20 olmak iizere her bir 6rnek igin 20 ul reaksiyon kuruldu.

Es zamanli qRT-PCR reaksiyonu Applied Biosytems’e ait es zamanli PCR
cihazinda gerceklestirildi. Yapilan biitlin es zamanli qRT-PCR analizleri i¢in ayrica
erime noktasi egrisi elde edildi.

Es zamanl1 qRT-PCR ig¢in kullanilan reaksiyon kosullari;

1. Basamak 95 °C’de 10dk

2. Basamak 95 °C’de 15 sn

3. Basamak 60 °C’de 1dk olmak iizere toplam 40 dongii halinde es zamanli qRT-PCR
reaksiyonlar1 gergeklestirildi.

Kantitatif olarak TM degerleri arasindaki tutarliligi gostermesi icin biitiin es
zamanli qRT-PCR reaksiyonlar1 erime egrisi ile yapilmistir. Erime egrisi noktasi
disinda alian TM degerleri dogru kabul edilmeyerek degerlendirmeye alinmamuistir.

Erime egrisi reaksiyon kosullari;

1. Basamak 95 °C’de 15 sn
2. Basamak 60 °C’de 1 dk
3. Basamak 95 °C’de 15 sn olmak iizere 1 dongii olacak sekilde reaksiyon kuruldu.

Reaksiyon sonucu elde edilen esik siklus (Ct) degerleri ABI yaziliminda analiz
edilerek Microsoft Excel’e aktarilmis, 224 metodundan yararlanilarak hesaplanmis ve
grafikler olusturulmustur (Livak ve Schmittgen 2001). Kiyaslama yapilirken kontrol
grubu olarak referans genler (housekeeping gene) kullanilmistir. Kiyaslamasi yapilacak
her gen ve referans gen igin 3 farkli es zamanli gRT-PCR reaksiyonu
gerceklestirilmistir. Her gen ve bu gene ait farkli gruplar icin elde edilen 3 farkli Ct
degerine Microsoft Excel’de Student Ti testi yapilarak istatistiksel a¢idan onemli bir
fark olup olmadig: test edilmistir. Hesaplamalar sonucu elde edilen bu ii¢ reaksiyona ait
verilerin ortalamasi alinmis, gruplara ait grafiklerde verilen degerler elde edilmistir.
Ayrica bu ii¢ farkli reaksiyon verisi arasindaki standart sapma hesaplanarak grafik
tizerinde hata bari ile gosterilmistir.
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3.2.10. Cift asamah lusiferaz reporter testi

Lusiferaz reporter testi iiretici firma (PROMEGA) tarafindan saglanan Kkit

protokolii izlenerek gerceklestirilmistir.

>

Hiicreler 24°li platelerde kiiltiire edildi. Plazmid transfeksiyonu kisminda
anlatildigir gibi hiicreler kontrol ve hedef gene ait reporter plazmidler ile
transfekte edildi.

Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicreler PBS ile yikandi ve tiripsin aracilifiyla
hiicre peletleri elde edildi.

100pl lizis ¢ozeltisi eklendi. 20 pl lizat temiz bir tiipe firefly lusiferaz 6lgimii
icin eklendi ve 6l¢tim yapildi.

Aynt lizat iizerine 100 pl reaksiyon sonlandirma ¢ozeltisi eklenip karistirildi ve
Renilla lusiferaz igin 6l¢iim alindi. Reporter sistem calismalarinda genelde bir
transkripsiyon faktoriiniin etkisindeki genin protmotor bolgesindeki aktivasyon
degisikligi kontrol edilir.

Bu calismada biz ATM aktivitesi diisiiriilmiis hiicrelerde hipoksik kosullarda

HIF-1a promotorundaki degisimi test ettik. HIF-la inaktivasyonu saglanmis ve
hipoksik kosullarda kiiltiire edilmis hiicrelerde TRIM29 reporter aktivitesi analiz edildi.
TRIM29 inaktif hiicrelerde TWIST1 reporter aktivitesi test edilmistir. Reporter analizi
icin pGL3-kontrol plazmidi ve PGL3 promotor plazmid vektorleri kullanildi. TRIM29
reporter plazmidi Dr. Limbao Ai tarafindan klonlandi. TWISTL1 reporter plazmidi Dr.
Lua-Hai Wang tarafindan klonlandi. HIF-1a reporter plazmidi (Addgene) satin alindi.

"_\
Sentetik poli(A)
Am pr sinyalitranskripsionel bloklama dizisi
Kpnl |5
1 ori Sacl |11
i Miul |15
on Nhel |21
pGL3-Kontrol )S<hme‘1l 28
Vektirii : g?l\ gé
2448|Sall (5256bp)
2442|BamHI SV40 Promoter
Hindlll 245
SV40 Enhancer
luc+ Ncol 278
Narl 313

SV40 late <_/

Xbal 1934

Sekil 3.5. pGL3 plazmid vektdriiniin haritasi

pGL3-basic plazmidi Sentetik poli(A) transkripsiyon bloklama dizisinden sonra

Photinus pyralis lusiferaz geni ve SV40 gec poli(A) sinyali yer almaktadir. Ori;
Replikasyon baglama bolgesi, Amp"; Ampisilin direng genidir (Promega 2015).
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Sentetil poli(A)
e sinyal'transkripsivonsl
- bloklama dizizi
Amp
Kpnl |5
1o Sacl |11
Miul |15
Mhal |21
o pGL3-Promotor Smal | 28
g ¥hal [az
Vektiril Balll |36
(5010bp)
2202 | Sall I SV40 Promoater
2196 [BamH|
Hindlll 245
c+ Ncol 278

Hpal 2094
Xbal 1934 '_"/

Sekil 3.6. pGL3-promoter plazmid vektoriiniin haritasi

pGL3-Promoter plazmidi sentetik poli(A) transkripsiyonel bloklama dizisini takiben
stirekli lusiferaz ekspresyonunu saglayan SV40 promotoru bulunmaktadir. Photinus pyralis
lusiferaz geni ve SV40 ge¢ poli(A) sinyali yer almaktadir. ori; Replikasyon baslama
bolgesi, Amp"; Ampisilin direng genidir (Promega 2015).

2223 BamH |

SV40 late
poly(A)

pRL-TK
Vektorii
(4045bp)

Byl I 1

1971 Xba |

HSV TK
Promoter

(1040) Cspd5 17 “Nhe | 1024

Sekil 3.7. pRL-TK plazmid vektoriiniin haritasi

pRL-TK plazmidi ori; Replikasyon baglama bolgesi, RLuc; Renilla roniformis
lusiferaz geni, Amp"; Ampisilin direng genidir (Promega 2015).
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3.2.11. Hipoksi uygulamasi

Billups Rothenberg marka modiiler inkiibator tankinda %1 O3, %5 CO; ve %94
N2 ortaminda hiicreler 2, 4, 8, 12, 16, 18 ve 24 saat boyunca 37 “C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 hiicreler topland1 ve analiz i¢in hiicre peletleri elde edildi.

3.2.12. iyonize radyasyon uygulamasi

Hiicreler radyasyona maruz birakilmadan 6nce %75 yogunluga ulasana kadar
%5 CO2’de 37 °C’de kiiltiire edildi. Gammacell 1000 marka radyasyon cihazinda Cs**’
kullanilarak 1 dk boyunca 10 Gy Gama (y) radyasyonu uygulandi ve 18 saat sonra
hiicreler analiz i¢in toplandi.

3.2.13. ila¢ uygulamasi
3.2.13.1. 5-aza-2’-deoksisitidin uygulamasi

5-aza-2’-deoksisitidin spesifik bir DNA metil transferaz enzim inhibitoriidiir.
Hiicreler ve hayvanlar i¢in oldukg¢a toksik bir maddedir (Christman 2002). Hiicreler ilag
uygulamasindan 6nce yeni plate’e aktarilir ve yaklasik olarak %20 yogunlukta olmasi
beklenir.

5 uM 5-aza-2’-deoksisitidin (Sigma, St Louis, MO) hiicre ortamina eklendi ve 1
giin boyunca hiicreler tekrar kiiltiire edildi. Ertesi giin kiiltiir iki kere PBS ile yikandi,
yeni besiyeri eklendi ve 2 giin daha kiiltire edildi. 3 gilinlik 5-aza-2’-deoksisitidin
uygulamasindan sonra hiicreler toplanir. 5 giinliik 5-aza-2’-deoksisitidin uygulamasi
icin hiicreler eger kiiltiire edilebilecek yogunlukta ise kiiltiire devam edildi yoksa kiiltiir
yeni plate’e aktarilarak 5 uM 5-aza-2’-deoksisitidin tekrar eklendi ve 2 giin siireyle
tekrar kiiltiire edilerek hiicreler analiz i¢in toplandi.

3.2.13.2. N-asetil sistein (NAC) uygulamasi

N-asetil sistein (NAC) hiicrede olusan ROS’un azaltilmasi i¢in ¢ok yaygin
olarak kullanilan bir antioksidan bilesiktir (Oka vd 2000). NAC Sigma firmasindan
satin alind1 ve PBS ile seyreltildi. Hiicre kiiltiiriine hacim 10 mM ve 20 mM olacak
sekilde eklendi. Hiicre kiltlirii ortamima NAC eklendikten sonra hiicreler 48 saat
boyunca %5 CO2’de 37 °C’de biiyiimeye birakildi. 48 saat sonunda hiicreler toplandi ve
analiz gergeklestirildi. Stok NAC ¢dzeltisi -20°C’de saklandi.

3.2.13.3. Siklohekzimid uygulamasi

Siklohekzimid Streptomyces griseus’tan elde edilen hiicresel fonksiyon ve sinyal
iletiminde protein sentezinin roliinii gostermek i¢in kullanilan protein sentezi
inhibitoridir (Liu vd 2010).

Stok Siklohekzimid 1000 pg/ml olacak sekilde hazirlanmis ve her 1 ml besiyeri

icin 1 pl olacak sekilde uygulanmistir. Siklohekzimid eklendikten sonra hiicreler 18 saat
kiiltire edilmis ve daha sonra toplanarak uygun analiz gerceklestirilmistir.
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Siklohekzimid uygulamasi ve hipoksi uygulamasi 18 saat boyunca 37 °C’de ve %1
O2’de gerceklestirilmistir.

3.2.13.4. Aktinomisin D uygulamasi

Aktinomisin D giiglii bir apoptozis uyaricisidir. Aktinomisin D DNA’ya baglanir
ve mRNA sentezini inhibe eder. Yiiksek miktarda kullanilan Aktinomisin D (> 1
mg/ml) biitiin RNA tiirlerinin sentezini inhibe ederken, diisiik miktarda Aktinomisin D (
< 100 ng/ml) tercihi olarak ribozomal RNA inhibisyonuna sebep olur (Kleeff vd 2000).

Stok Aktinomisin D 1000 pg/ml olacak sekilde hazirlanmis ve her 1 ml besiyeri
icin 0,5 pl olacak sekilde uygulanmistir. Aktinomisin D eklendikten sonra hiicreler 18
saat kiiltiire edilmis ve daha sonra toplanarak uygun analiz gerceklestirilmistir.
Aktinomisin D uygulamasi ve hipoksi uygulamasi 18 saat boyunca 37 °C’de ve %1
O2’de gerceklestirilmistir.

3.2.14. Rekombinant protein ifadesi

SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicreleri siirekli olarak rekombinant TRIM29
ve TWIST] ifadesi i¢in pcDNA3.1-HA-ATDC (Dr. E. Seto, Moffitt Cancer Center
Tampa, FL) ve Myc-TWIST1-pCS2 (Dr. R. Maestro, CRO Aviano National Cancer
Institute, Italy) plazmidleriyle TurboFect Transfection Reagent (Thermo Scientific)
araciligiyla transfekte edildi. Transfeksiyon asamasi shRNA transfeksiyonu ile aynidir.
Kontrol olarak pcDNA3.1 ve Myc-GFP—pCS2 plazmidleri kullanildi. Hiicrelerin
plazmidler ile transfeksiyonundan 48 saat sonra hiicreler toplandi ve western blot analizi
yapildi.

Bell(12)  Nrur0s)

AP R_PY Ndel(484)

pcDNA3.1(-)
54kb

‘“"\37;;, origin

BstBI(2945)
Sekil 3.8. pcDNA3.1 kontrol plazmid vektoriiniin haritas1

Bu plazmid Ampisilin ve Neomisin diren¢ geni tagimaktadir. CMV promotoru
sirekli olarak gen ifadesini saglar ve CMV promotorundan sonra MCS olarak
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adlandirilan ¢oklu klonlama bolgesi bulunur. Hedef genler MCS bolgesine klonlanir
(Snapgene 2015).

3.2.15. Gen klonlama

TRIM29 geni SKBr3 hiicrelerinde Sanjana vd (2014) tarafindan tanimlanan
lentiCRISPRvV2 (Addgene 52961) plazmidi kullanilarak mutasyona ugratildi. TRIM29
geninin 1. eksonunun agik okuma gergevesi igerisinde bir rehber RNA seg¢ildi. Bu islem
icin online dizayn araci kullanildi (http://crispr.mit.edu).

Secilen bu bolge, Forward: 5’-CACCGGCCCGCAAGTGTCCCGTGCA-3’;
Reverse: 5’-AAACTGCAAGGGACACTTGCGCGCC-3’  primerleri  kullanilarak

cogaltildi. Bos lentiCRISPRvV2 plazmidi ve PCR iiriinleri BsmBI restriksiyon enzimi ile
kesildi.

Restriksiyon endoniikleaz kesim islemi igin 0,5 ul BsmBI, 2 ul enzim tamponu,
1 ul BSA, 1 pg/ml DNA ve 15,5 pl ddH20 kullanilarak toplam reaksiyon 20 pl olacak
sekilde reaksiyon kuruldu. Reaksiyon 37 °C’de su banyosunda 90 dk boyunca
gerceklestirildi. Reaksiyon sonunda friinler %1 agaroz jelde yiiriitiilerek kesim
isleminin dogrulugu test edildi.

Thermo GeneJET jel ekstraksiyon kiti kullanilarak jelden istenilen restriksiyon
endoniikleaz kesim bolgeleri izole edildi. Protokol su sekilde uygulandi;

> Oncelikle bos ependorf tiipiiniin agirlig1 hesaplandi. Hedef iiriinlerin bulundugu
jel bolgesi kesilerek ependorf tiiptine aktarildi. Agirlik tekrar 6l¢iildii kesilen jel
parcasinin agilig1 kadar Binding tamponu eklendi.

» Jel tamamen ¢o6ziilene kadar 50-60 °C’de bekletildi ve her 5 dk’lik siire
icerisinde tlip calkalanarak karistmin homojen olmasi saglandi.

» Ependorf tiipiiniin icerigi GeneJET purifikasyon kolonunun igine aktarildi ve 1
dk boyunca 13000 rpm’de santrifiij edildi.

» 700 pul yikama soliisyonu eklendi ve 13000 rpm’de 1 dk boyunca santrifiij edildi.
GeneJET purifikasyon kolonu 1 dk 13000 rpm’de tekrar santrifiij edildi. Kolon
yeni bir ependorf tiipiine aktarild1 ve iizerine 50 pl Elution tamponu eklendi.
Oda sicakliginda 2 dk inkiibe edildi ve 1 dk 13000 rpm’de santrifiij edildi.

Jelden saflagtirilan triinler tekrar %1 agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edildi.
Elde edilen TRIM29 rehber RNA bolgesi ve lentiCRISPRv2 plazmidi ligasyon islemi
ile birbirine baglandi. Ligasyon islemi igin 2 pul TRIM29 iiriinii, 2 pl lentiCRISPRv2
plazmidi iriinii, 1 pul 10x Ligasyon tamponu, 0,5 Ligaz enzimi ve 4,5 ul ddH20
kullanilarak PCR cihazinda 16 °C’de gece boyunca inkiibe edildi. Ligasyon triinleri %1
agaroz jelde yiiriitiildii ve rekombinant klonlar DNA sekans analizi ile tanimlandi. Elde
edilen rekombinant plazmidler, plazmid transformasyonu ile metot kisminda belirtildigi
iizere ¢ogaltild1 ve izole edildi. SKBr3 hiicreleri rekombinant ve bos lentiCRISPRvV2 ile
transfekte edildi. Transfeksiyon islemi RNAi kisminda belirtildigi sekilde
Lipofectamin2000 araciligi ile yapildi ve transfekte olan hiicreler Puromisin yardimi ile
kiiltiirde secildi.
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Sekil 3.9. Bos lentiCRISPRv2 kontrol plazmid vektoriiniin haritasi

LentiCRISPRv2 plazmidi Ampisilin ve Puromisin direng geni igerir (Snapgene
2015). Ayrica 2 adet ekspresyon bolgesi igerir, bunlardan birincisi hSpCas9 ve digeride
rehber RNA’dir. Bu plazmid BsnBI kullanilarak kesilir ve ayni enzim ile kesilen rehber
RNA U6 ve EFS genleri arasina klonlanir. Rehber RNA yardimi ile Cas9 enzimi hedef
mRNA kodlayan bolgeyi tanir ve bu bolge kesilip genomdan c¢ikarilir boylece plazmid
ile enfekte edilen hiicre ya da canli organizma gen bakimindan mutant hale gelir
(Sanjana vd 2014).

3.2.16. istatistiksel analiz

ATM, TRIM29 ve TWIST1 seviyelerinin bu hastalarin yasam siiresi ile olan
iliskisini analiz etmek i¢in Kaplan Meier Plotter Breast Cancer web sitesinde bu genlere
ait probe’ler ile analiz yapildi. Es zamanli qRT-PCR sonucu elde edilen degerler
Microsoft Excel programinda hesaplandi ve her 6rnek igin t testi yapilarak meydana
gelen degisimlerin istatistiksel acidan 6nemli olup olmadigr belirlendi. p < 0,05, p <
0,01 ve p < 0,001 degerleri kullanilarak istatistiksel agidan 6nemli oldugu belirtildi. p >
0,05 ise istatistiksel acidan 6nemli olmayan degisimleri ifade edecek sekilde kullanildi.
Ayn1 grup i¢in elde edilen birden fazla degerin ortalamasi alinip bu degerler arasindaki
standart sapma hesaplanarak her grafikte hata bari olarak gosterildi.
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4. BULGULAR
4.1. Hiicre Hatlarimin TRIM29 Geni Ekspresyonunun Belirlenmesi

Calisma kapsaminda MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-468, MDA-MB-435,
T47-D, MCF-10, HMEC, SKBr3 ve BT-549 hiicrelerinin TRIM29 ekspresyonu
profilleri test edilmistir. TRIM29 geninin farkli kanser gruplarinda ekspresyonunun
farkli oldugu bilinmektedir (Hatakeyama 2011). Meme kanseri hiicre gruplarinda ve
normal meme epiteli hiicresinde TRIM29 gen ekspresyonu miktarlar1 RT-PCR, es
zamanli qRT-PCR ve western blot yontemleri ile test edildi. RT-PCR i¢in GAPDH, es
zamanli RT-PCR i¢in Aktin, western blot icin ise kontrol olarak Tibiilin
kullantlmistir.

TRIM29

GAPDH

Sekil 4.1. Meme kanseri ve meme epiteli hiicrelerinde TRIM29 mRNA ekspresyonu
degisimini gosteren RT-PCR sonuglari

uTRIM29

Rolatif TRIM29 mRNA diizeyi
w

O o Na &
& b N «z&@

Sekil 4.2. Meme kanseri ve meme epiteli hiicrelerinde TRIM29 mRNA ekspresyonu
degisimini gosteren es zamanli qRT-PCR sonuglari
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Sekil 4.3. Meme kanseri ve meme epiteli hiicrelerinde TRIM29 protein ekspresyonu
degisimini gosteren western blot sonuglari

Es zamanli qRT-PCR, RT-PCR ve western blot sonuglari birbirini
desteklemektedir. Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3 gosteriyorki meme kanseri hiicre hatlar1 olan
MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-435, T47-D ve BT-549 TRIM29 eksprese
etmemektedir. SKBr3, MDA-MB-468 meme kanseri hiicresi, HMEC meme epiteli
hiicresi ve 6liimsiiz MCF-10A hiicrelerinin farkli seviyelerde TRIM29 ekspresyonuna
sahip olduklari belirlenmistir. SKBr3 ve MDA-MB-468 meme kanseri hiicre gruplarinin
MCF-10A ve HMEC hiicrelerine kiyasla daha yiiksek oranda TRIM29 ekspresyonuna
sahip olduklar1 tespit edilmistir.

4.1.1. 5-aza-2’-deoksisitidin uygulamasi sonras1 TRIM29 degisimi

TRIM29’un bazi meme kanseri hiicrelerinde tespit edilememesinden dolayr bu
genin kanser hiicrelerinde metilasyona ugradigini diistindiik ve bir DNA metil transferaz
inhibitorii olan 5-aza-2’-deoksisitidin kullanarak TRIM29 ekspresyonuna sahip olmayan
MDA-MB-231 ve BT-549 hiicrelerindeki, TRIM29 ekspresyonu degisimi test edildi.
Kontrol olarak SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicreleri i¢in de 5-aza-2’-
deoksisitidin kullanildi ve TRIM29 ekspresyonu degisimi RT-PCR, es zamanli qRT-
PCR ve western blot ile analiz edildi.
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MDA-MB-231 BT-549 SKBr3 MDA-MB-468

Sekil 4.4. 3 ve 5 giinliikk 5-aza-2’-deoksisitidin uygulamasindan sonra TRIM29 mRNA
ekspresyonu degisimini gosteren RT-PCR sonuglari
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5-aza-2’-deoksisitidin uygulamasi
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Sekil 4.5. 3 ve 5 giinliik 5-aza-2’-deoksisitidin uygulamasindan sonra TRIM29 mRNA
ekspresyonu degisimini gosteren es zamanli QRT-PCR sonuglari
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Sekil 4.6. 3 ve 5 giinliik 5-aza-2’-deoksisitidin uygulamasindan sonra TRIM29 protein
ekspresyonu degisimini gdsteren western blot sonuglari

RT-PCR, es zamanli qRT-PCR ve western blot sonuc¢larinin uyumlu oldugu
gbzlenmistir. DNA metilasyonu inhibe edildigi zaman TRIM29 mRNA ekspresyonuna
sahip olmayan BT-549 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde TRIM29 mRNA ekspresyonu
normal diizeye ulagmig ve buna baglh olarak protein sentezi artmistir. BT-549
hiicrelerinde TRIM29 mRNA ekspresyonu ortalama 5,4 kat, MDA-MB-231
hiicrelerinde ise ortalama 6 kat artmistir (p < 0,001). SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC
hiicrelerinde ~ 5-aza-2’-deoksisitidin  uygulamasindan sonra TRIM29 mRNA
ekspresyonunda istatistiksel agidan 6nemli (p > 0,05) bir degisim gozlenmemistir (Sekil
4.4, 4.5 ve 4.6). RT-PCR i¢in GAPDH, es zamanli qRT-PCR i¢in Aktin ve western blot
i¢in Tiibtilin kontrol olarak kullanilmstir.
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4.2. ATM Proteininin HIF-1a, TRIM29 ve TWIST1 Ekspresyonuna Etkisi

SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinin TRIM29 ekspresyonuna sahip
oldugu belirlendikten sonra ATM, HIF-1a, TRIM29 ve TWIST baglantisinin kademeli
olarak arastirllmasini yaptik. Biz ¢alisma kapsaminda ATM tarafindan aktive edilen
NF-kB ve HIF-lo’nin TRIM29 transkripsiyonunda gorev alacagini disitindiik.
ATM/NF-kB baglantis1 ise iyi sekilde bilinmektedir. Bu nedenle ¢alisma kapsaminda
ATM/NF-kB baglantisin1 arastirmadik. Calismamizda ATM inaktivasyonu saglayarak
HIF-1a, TRIM29 ve TWISTI degisimini SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC
hiicrelerinde test ettik. Ayrict bu baglantida TRIM29 etkinligini test etmek i¢in TRIM29
eksprese etmeyen MDA-MB-231 hiicrelerinde ATM inaktivasyonu sonucu HIF-1a ve
TWISTI ekspresyonundaki degisimi test ettik.

Open Biosystem’den 5 farkli ATM shRNA plazmidi siparis edildi. SKBr3,
MDA-MB-468 ve HMEC i¢in ATM gen inaktivasyonu gergeklestirildi. ik deneme
SKBr3 ile yapildi ve kullanilan 5 shRNA’dan, 2 tanesinin en yiliksek diizeyde
inaktivasyon sagladigi belirlendi. Biitin shRNA aracili ATM gen inaktivasyonu
caligmalarinda bu 2 plazmid vektorii kullanildi. Kullanilan shRNA plazmidleri,
ShATM-1 ve shATM-2 olarak isimlendirildi. ATM, TWIST1 ve TRIM29 degisimini
RT-PCR, es zamanli qRT-PCR ve western blot yontemleri ile test ettik. HIF-la
aktivasyon degisimi RT-PCR ve es zamanli qRT-PCR ile test edildi. HIF-1a proteinini
normoksi halinde western blot ile belirlenemedigi i¢cin bu asamada HIF-1a proteini i¢in
western blot yapilmamustir (Bu durumun nedeni kuramsal bilgiler ve kaynak taramalari
bolimiinde agiklanmigtir Bkz. sayfal5-16). RT-PCR i¢in GAPDH, es zamanli qRT-
PCR i¢in Aktin ve western blot i¢in Tiibiilin kontrol olarak kullanilmuistir.

4.2.1. SKBr3 hiicrelerinde ATM, HIF-1a, TRIM29 ve TWIST1 baglantisi

SKBr3 hiicreleri ¢alisma kapsaminda test edilen meme kanseri hiicre gruplari
arasinda en yiiksek TRIM29 ekspresyonuna sahip meme kanseri hiicresidir. SKBr3
hiicrelerinde ATM inaktivasyonunun hem HIF-lo hem de TRIM29 ekspresyonunu
negatif yonde etkiledigi belirlenmistir. ATM inaktivasyonu TWIST1 ekspresyonunu
arttirmistir.
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Sekil 4.7. SKBr3 hiicre grubunda ATM inaktivasyonunu takiben hedef genlerdeki
mRNA ekspresyon degisim miktarlarini gosteren RT-PCR sonuglari

Sekil 4.7°de goriilmektedir ki ShATM-1 ve shATM-2 plazmid vektorleri ile
ATM inaktivasyonu gerceklestirilmistir. ATM gen ekspresyonundaki azalmay: takiben
hem HIF-1lo hem de TRIM29 mRNA ckspresyonlari bazal seviyede diigsmiistiir.
TWIST1 mRNA ekspresyonu ise artmustir.

SKBr3 ATM inaktivasyonu
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Sekil 4.8. SKBr3 hiicre grubunda ATM inaktivasyonunu takiben ATM, HIF-la,
TRIM29 ve TWIST1I mRNA ekspresyonundaki degisim miktarlarim
gosteren es zamanli qRT-PCR sonuglari
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4 farkli gene ait es zamanli qRT-PCR sonuglar1 aymi grafikte verilmistir. Es
zamanlt qRT-PCR sonuglari, RT-PCR sonuglari ile uyumludur. shATM-1 grubu igin
ATM, HIF-1a ve TRIM29 mRNA ekspresyonunda yaklasik %60’lik, sShATM-2 i¢in ise
yaklasik %70’lik bir diisiis gozlenmistir. TWIST1 mRNA ekspresyonunda ise ShATM-1
de 2,5 kat, ShATM-2 igin 3,5 kattan daha fazla bir artis gézlemlenmistir. Hem shATM-1
hem de shATM-2 grubunda es zamanli qRT-PCR testi sonrasinda istatistiksel agidan
onemli (p < 0,001) miktarda ATM, TRIM29 ve HIF-1a ekspresyonu azalmis, bunu
takiben TWIST1 ekspresyonu artmistir (Sekil 4.8).

> w‘\’\ _.\N\'A &

e
2>

| 2.55 2.79

e D S
21 kDa TWIST1

1 0.47 0.40
66 kDa * Sl TrRiM20
1 0.19 0.22

350 kDa - - - S ATM

1 1 1
50 kDa “.‘ TUBULIN

SKBr3

Sekil 4.9. SKBr3 hiicre grubunda ATM inaktivasyonunu takiben hedef protein
miktarlarindaki ekspresyon degisimini gdsteren western blot sonuglar1 ve
bant sinyali degisimi

Western blot sonuglar, RT-PCR ve es zamanli qRT-PCR sonuglar ile
uyumludur. Hem shATM-1 hem de SshATM-2 i¢in ATM ve TRIM29 protein
ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla azaldigi goriillmektedir. TWIST1 protein
miktari ise artmistir. Photoshop programiyla yapilan bant biiyiikliigii analizi sonucu elde
edilen bant kiyaslamalar1 Sekil 4.9’da verilmistir.

4.2.2. MDA-MB-468 hiicrelerinde ATM, HIF-1a, TRIM29 ve TWIST1 baglantis1

MDA-MB-468 hiicreleri, SKBr3’ten sonra en yiiksek TRIM29 ekspresyonuna
sahip meme kanseri hiicresidir. MDA-MB-468 hiicrelerinde de ATM inaktivasyonunun
hem HIF-1a hem de TRIM29 ekspresyonunu negatif yonde etkiledigi belirlenmistir.
ATM inaktivasyonu TWIST1 ekspresyonunu arttirmistir.
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MDA-MB-468

Sekil 4.10. MDA-MB-468 hiicre grubunda ATM inaktivasyonunu takiben hedef
genlerdeki mRNA ekspresyon degisim miktarlarini gosteren RT-PCR
sonuclari

Sekil 4.10°da goriilmektedir ki ShATM-1 ve shATM-2 plazmid vektorleri ile
ATM inaktivasyonu gerceklestirilmistir. ATM gen ekspresyonundaki azalmay1 takiben
hem HIF-1o. hem de TRIM29 mRNA ekspresyonlar1 bazal seviyede diismiistiir.
TWIST1 mRNA ekspresyonu ise artmistir.
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Sekil 4.11. MDA-MB-468 hiicre grubunda ATM inaktivasyonunu takiben ATM, HIF-
la, TRIM29 ve TWIST]I mRNA ekspresyonundaki degisim miktarlarini
gosteren es zamanli qRT-PCR sonuglari
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4 farkli gene ait es zamanli qRT-PCR sonuglar1 ayni grafikte verilmistir. Es
zamanlt qRT-PCR sonuglari, RT-PCR sonuglart ile uyumludur. shATM-1 grubu igin
ATM ve HIF-1oo mRNA ekspresyonunda yaklasik %70°lik, ShATM-2 igin ise yaklagik
%80’1lik bir diislis gozlenmistir. shATM-1 i¢in TRIM29 mRNA ekspresyonunda
yaklasik %60’lik, shATM-2 i¢in ise yaklasik %70’lik bir diisiis gozlenmistir. TWIST1
MRNA ekspresyonunda ise ShATM-1 de 3,5 kat, ShATM-2 i¢in 4 kattan daha fazla bir
artis gézlemlenmistir. Hem shATM-1 hem de shATM-2 grubunda es zamanli qRT-PCR
testi sonrasinda istatistiksel agidan 6nemli (p < 0,001) miktarda ATM, TRIM29 ve HIF-
la ekspresyonu azalmis, bunu takiben TWIST1 ekspresyonu artmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.12. MDA-MB-468 hiicre grubunda ATM inaktivasyonunu takiben hedef protein
miktarlarindaki ekspresyon degisimini gosteren western blot sonuclar1 ve
bant sinyali degisimi

Western blot sonuglari, RT-PCR ve es zamanli qRT-PCR sonuglar1 ile
uyumludur. Hem shATM-1 hem de ShATM-2 i¢in ATM ve TRIM29 protein
ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla azaldigi goriilmektedir. TWIST1 protein
ekspresyonu miktar1 ise artmustir. Photoshop programiyla yapilan bant biiyiikligi
analizi sonucu elde edilen bant kiyaslamalar1 Sekil 4.12°de verilmistir.

4.2.3. HMEC hiicrelerinde ATM, HIF-1a, TRIM29 ve TWIST1 baglantisi

HMEC hiicreleri kanser hiicresi degildir. Kanser hiicreleri ile birlikte birde
normal hiicrelerde TRIM29 ekspresyonunu analiz etmek i¢in HMEC hiicrelerinde ATM
inaktivasyonu saglanip, hedef genlerin degisimi analiz edilmistir. HMEC hiicrelerinde
de ATM inaktivasyonunun hem HIF-1a hem de TRIM29 ekspresyonunu negatif yonde
etkiledigi belirlenmistir. SKBr3 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde oldugu gibi ATM
inaktivasyonu saglanmis HMEC hiicrelerinde de TWIST1 ekspresyonu artmistir.
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Sekil 4.13. HMEC hiicre grubunda ATM inaktivasyonunu takiben hedef genlerdeki
mRNA ekspresyon degisim miktarlarini gosteren RT-PCR sonuglari

Sekil 4.13’te gorilmektedir ki ShATM-1 ve shATM-2 plazmid vektorleri ile
ATM inaktivasyonu gerceklestirilmistir. ATM gen ekspresyonundaki azalmay: takiben
hem HIF-1lo hem de TRIM29 mRNA ekspresyonlari bazal seviyede diismiistiir.

TWIST1 mRNA ekspresyonu ise artmistir.
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Sekil 4.14. HMEC hiicre grubunda ATM inaktivasyonunu takiben ATM, HIF-la,
TRIM29 ve TWIST1 mRNA ekspresyonundaki degisim miktarlarini

gosteren es zamanli qRT-PCR sonuglari
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4 farkli gene ait es zamanli qRT-PCR sonuglar1 aym grafikte verilmistir. Es
zamanlt qRT-PCR sonuglari, RT-PCR sonuglari ile uyumludur. shATM-1 grubu igin
ATM ve HIF-1ao mRNA ekspresyonunda yaklasik %60°lik, sShATM-2 igin ise yaklasik
%80’1lik bir diislis gozlenmistir. shATM-1 i¢in TRIM29 mRNA ekspresyonunda
yaklasik %70°1lik, ShATM-2 igin ise yaklasik %80°lik bir diisiis gézlenmistir. TWIST1
MRNA ekspresyonunda ise ShATM-1 de 2,5 kat, ShATM-2 i¢in 4 kattan daha fazla bir
artis gézlemlenmistir. Hem shATM-1 hem de shATM-2 grubunda es zamanli qRT-PCR
testi sonrasinda istatistiksel agidan 6nemli (p < 0,001) miktarda ATM, TRIM29 ve HIF-
loa MRNA ekspresyonu azalmis, bunu takiben TWIST1 mRNA ekspresyonu artmistir
(Sekil 4.14).
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Sekil 4.15. HMEC hiicre grubunda ATM inaktivasyonunu takiben hedef protein
miktarlarindaki ekspresyon degisimini gdsteren western blot sonuglar1 ve
bant sinyali degisimi

Western blot sonuglari, RT-PCR ve es zamanli qRT-PCR sonuglari ile
uyumludur. Hem shATM-1 hem de sShATM-2 icin ATM ve TRIM29 protein
ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla azaldigi goriilmektedir. TWIST1 protein
miktari ise artmistir. Photoshop programiyla yapilan bant biiyiikliigii analizi sonucu elde
edilen bant kiyaslamalar1 Sekil 4.15’te verilmistir.

4.2.4. MDA-MB-231 hiicrelerinde ATM, HIF-1a ve TWIST1 baglantisi

MDA-MB-231, TRIM29 ekspresyonuna sahip olmayan kanser hiicresidir.
TRIM29 eksprese eden meme kanseri ve normal meme epiteli hiicrelerinde ATM,
TRIM29, TWIST1 baglantisin1 inceledikten sonra, TRIM29 eksprese etmeyen meme
kanseri hiicresi MDA-MB-231 icin ATM, HIF-1la ve TWIST1 arasindaki baglantiy1
arastirdik. MDA-MB-231 hiicrelerinde de ATM inaktivasyonu HIF-1a ekspresyonunu
azaltmistir. ATM ekspresyonunun azalmas1t TWIST]1 iizerine istatistiksel agidan dnemli
bir etki yapmamustir.
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Sekil 4.16. MDA-MB-231 hiicre grubunda ATM inaktivasyonunu takiben hedef
genlerdeki mRNA ekspresyon degisim miktarlarini gosteren RT-PCR
sonugclari

Sekil 4.16°da goriilmektedir ki ShATM-1 ve shATM-2 plazmid vektorleri ile
ATM inaktivasyonu gerceklestirilmistir. ATM MRNA ekspresyonundaki azalmayi
takiben HIF-1a mRNA ekspresyonu bazal seviyede diismiistir. TWISTI mRNA
ekspresyonunda ise degisim gézlenmemistir.

MDA-MB-231 ATM inaktivasyonu

EATM

HIF-1la

mTWIST1

Rolatif mRNA diizeyi

Sekil 4.17. MDA-MB-231 hiicre grubunda ATM inaktivasyonunu takiben ATM, HIF-
la ve TWIST1 mRNA ekspresyonundaki degisim miktarlarini gdsteren es
zamanli qRT-PCR sonuglari
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3 farkli gene ait es zamanli qRT-PCR sonuglar1 ayni grafikte verilmistir. Es
zamanli qRT-PCR sonuglari, RT-PCR sonuglari ile uyumludur. shATM-1 ve shATM-2
gruplart i¢in ATM mMRNA ekspresyonunda yaklasik %60’tan fazla bir azalma
gozlenmistir. HIF-1ao mRNA ekspresyonunda ise ShATM-1 i¢in %60°tan fazla, ShATM-
2 i¢in yaklasik %80’lik diisiis gézlenmistir. TWIST1 mRNA ekspresyonunda ise hem
ShATM-1 hem de shATM-2 igin istatistiksel agidan 6nemli bir fark gozlenmemistir.
Hem shATM-1 hem de SshATM-2 grubunda es zamanli qRT-PCR testi sonrasinda
istatistiksel agidan 6nemli (p < 0,001) miktarda ATM ve HIF-1ao mRNA ekspresyonu
azalmistir. TWIST1 ekspresyonundaki degisim ise istatistiksel agidan 6nemli degildir (p
> 0,05) (Sekil 4.17).
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Sekil 4.18. MDA-MB-231 hiicre grubunda ATM inaktivasyonunu takiben hedef protein
miktarlarindaki ekspresyon degisimini gdsteren western blot sonuglar1 ve
bant sinyali degisimi

Western blot sonuglari, RT-PCR ve es zamanli qRT-PCR sonuglari ile
uyumludur. Hem shATM-1 hem de ShATM-2 gruplar1 i¢in ATM inaktivasyonu sonucu
ATM protein ekspresyonu azalmistir. Bunu takibinde TWIST1 protein ekspresyonunda
onemli bir degisme olmamustir. Photoshop programiyla yapilan bant biiytikliigii analizi
sonucu elde edilen bant kiyaslamalar1 Sekil 4.18°de verilmistir.

4.2.5. Iyonize radyasyonun TRIM29 iizerine etKisi

Literatiir 6zetinde bahsedildigi tizere ATM iyonize radyasyon sonrast meydana
gelen DNA cift kol kiriklariin tamirinde gorev alan bir protein kinazdir (Bakkenist ve
Kastan 2003). ATM inaktivasyonunun TRIM29 ekspresyonunu azaltmasi sebebiyle
iyonize radyasyonun TRIM29 {izerine etkisini arastirmak istedik. SKBr3, MDA-MB-
468 ve HMEC hiicreleri 10 saniye boyunca 10 Gy radyasyona maruz birakildi ve 18
saat inkiibasyondan sonra es zamanli qRT-PCR ve western blot ile TRIM29
ekspresyonu degisimi test edildi. YH2AX bir histon protein ailesi iiyesidir ve DNA
hasar belirteci olarak kullanilir (Celeste vd 2002).
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YH2AX uygulanan radyasyonun kontroliinii saglamak i¢in kontrol olarak
western blot analizi i¢in kullanilmistir. GAPDH es zamanli qRT-PCR, a-Aktin western
blot analizi i¢in kontrol olarak kullanilmistir.
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Sekil 4.19. IR uygulamasi sonrast TRIM29 mRNA ekspresyonu degisimini gosteren es
zamanli qRT-PCR sonuglari

IR sonrast TRIM29 mRNA ekspresyonunda istatistiksel agidan énemli herhangi
bir degisim gozlenmemistir (p > 0,05) (Sekil 4.19).
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Sekil 4.20. IR uygulamas1 sonrast TRIM29 ve YH2AX protein ekspresyonu degisimini
gosteren western blot sonuglari
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Western blot analizi sonucu TRIM29 protein ekspresyonunda IR uygulamasi
sonrast herhangi bir degisim gozlenmemistir. Kontrol olarak kullanilan YH2AX protein
ekspresyonu ise kontrole kiyasla IR uygulamasi sonrasi artmistir. Photoshop programi
ile elde edilen band sinyali analizi sonuglar1 Sekil 4.20’de verilmistir.

4.3. NF-kB Proteininin HIF-10 ve TRIM29 Uzerine EtKisi

Literatiir 6zetinde bahsedildigi gibi NF-kB, ATM proteini tarafindan aktive
edilen bir transkripsiyon faktoriidir (Rosato vd 2009). ATM’nin TRIM29
ekspresyonunda etkili oldugunu anladiktan sonra bunu hangi transkripsiyon faktorii
araciligi ile yaptigin1 ve bu yolakta hangi hiicresel mekanizmalarin etkili oldugunu
aragtirmak istedik. ATM tarafindan aktive edilen ve birbiriyle baglantili NF-xB ve HIF-
lo transkripsiyon faktérlerini hedef olarak belirledik. Ilk olarak NF-xB’nin HIF-1a ve
TRIM29 ile baglantisi1 arastirdik. RelA, NF-kB alt birimidir ve NF-xB aktivasyonu
icin elzemdir (Pahl 1999). Calisma kapsaminda SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC
hiicreleri i¢in RelA inaktif hiicreler olusturuldu. Bunun i¢in Open Biosystem’den 5
farkli shRNA sparis edildi. En iyi inaktivasyon saglanan iki adet ShRNA plazmidi
kullanildi ve bunlar shRelA-1 ve shRelA-2 olarak isimlendirildi. RelA inaktif
hiicrelerde RelA, TRIM29 ekspresyonu RT-PCR, es zamanli qRT-PCR ve western blot
ile analiz edildi. RelA inaktivasyonunun HIF-1a ekspresyonuna etkisi RT-PCR ve es
zamanli qRT-PCR ile analiz edildi. Literatiir 6zetinde belirtildigi iizere normal
kosullarda HIF-1a proteinini O2 bagimli mekanizma ile parcalandigi i¢in, bu protein
normoksi halinde western blot ile ¢gogu zaman belirlenemez. Bu nedenle bu asamada
HIF-1a proteini i¢cin western blot yapilmamistir. NF-xB, TWISTI iligkisi dnceden
calisildigi i¢in bu asamada ayrica TWIST1 degisimi analiz edilmedi. RT-PCR ve es
zamanli qRT-PCR i¢in GAPDH, western blot analizi i¢in a-Aktin kontrol olarak
kullanilmastir.

4.3.1. SKBr3 hiicrelerinde NF-xB, HIF-1a ve TRIM29 baglantisi
SKBr3 hiicrelerinde RelA inaktivasyonu hem HIF-1a. hem de TRIM29

ekspresyonunu negatif yonde etkilemistir. ShRelA-2 grubu igin daha yiiksek oranda
inaktivasyon saglanmuistir.
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Sekil 4.21. SKBr3 hiicre grubunda RelA inaktivasyonunu takiben hedef genlerdeki
mRNA ekspresyon degisim miktarlarini gosteren RT-PCR sonuglari

Sekil 4.21°de goriilmektedir ki shRelA-1 ve shRelA-2 plazmid vektorleri ile
RelA inaktivasyonu gergeklestirilmistir. shRelA-2 plazmidi ile SKBr3 hiicreleri i¢in
daha yiiksek inaktivasyon saglanmistir. Hem shRelA-1 hem de shRelA-2 grubundaki
RelA mRNA ekspresyonundaki azalmaya paralel olarak HIF-1a ve TRIM29 mRNA
ekspresyonlari bazal seviyede diismiistiir.
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Sekil 4.22. SKBr3 hiicre grubunda RelA inaktivasyonunu takiben RelA, HIF-la ve
TRIM29 mRNA ekspresyonundaki degisim miktarlarin1 gésteren es zamanh
gRT-PCR sonuglari
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3 farkli gene ait es zamanli qRT-PCR sonuglar1 tek grafikte verilmistir. Es
zamanlt qRT-PCR sonuglari, RT-PCR sonuglari ile uyumludur. shRelA-1 grubu igin
RelA mRNA cekspresyonunda yaklasik %70°lik bir azalma gozlenmistir, shRelA-2 i¢in
ise %80’den daha fazla bir azalma belirlenmistir. HIF-1oo. mMRNA ekspresyonunda ise
shRelA-1 i¢in yaklasik %75, shRelA-2 igin %80’den fazla bir diisiis gbézlenmistir.
shRelA-1 grubunda TRIM29 mRNA ekspresyonunda yaklasik %80’lik, shRelA2
grubunda ise yaklasik %90’lik bir azalma belirlenmistir. Hem shRelA-1 hem de
shRelA-2 grubunda es zamanli qRT-PCR testi sonrasinda istatistiksel agidan 6énemli (p
< 0,001) miktarda RelA, HIF-1a ve TRIM29 mRNA ekspresyonu azalmistir (Sekil
4.22).
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Sekil 4.23. SKBr3 hiicre grubunda RelA inaktivasyonunu takiben hedef protein
miktarlarindaki ekspresyon degisimini gdsteren western blot sonuglar1 ve
bant sinyali degisimi

Western blot sonuglart RT-PCR ve es zamanli qRT-PCR sonuglart ile
uyumludur. Hem shRelA-1 hem de shRelA-2 gruplari igin RelA inaktivasyonu sonucu
NF-kB protein ekspresyonu azalmistir. Bunu takibinde TRIM29 protein ekspresyonuda
azalmistir. Photoshop programiyla yapilan bant biiyiikliigii analizi sonucu elde edilen
bant kiyaslamalar1 Sekil 4.23’te verilmistir.

4.3.2. MDA-MB-468 hiicrelerinde NF-kB, HIF-1a ve TRIM29 baglantis1
MDA-MB-468 hiicrelerinde RelA inaktivasyonu hem HIF-1o hem de TRIM29

ekspresyonunu negatif yonde etkilemistir. sShRelA-2 grubu i¢in daha yiiksek oranda
inaktivasyon saglanmstir.
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Sekil 4.24. MDA-MB-468 hiicre grubunda RelA inaktivasyonunu takiben hedef
genlerdeki mRNA ekspresyon degisim miktarlarii gosteren RT-PCR
sonuclari

Sekil 4.24’te goriilmektedir ki shRelA-1 ve shRelA-2 plazmid vektorleri ile
RelA inaktivasyonu gerceklestirilmistir. Hem shRelA-1 hem de shRelA-2 plazmidi ile
MDA-MB-468 hiicreleri icin yiiksek oranda inaktivasyon saglanmistir. Hem shRelA-1
hem de shRelA-2 grubundaki RelA mRNA ekspresyonundaki azalmaya paralel olarak
HIF-1a ve TRIM29 mRNA ekspresyonlar1 bazal seviyede diismiistir.
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Sekil 4.25. MDA-MB-468 hiicre grubunda RelA inaktivasyonunu takiben RelA, HIF-1a
ve TRIM29 mRNA ekspresyonundaki degisim miktarlarin1 gosteren es
zamanli qRT-PCR sonuglari
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3 farkli gene ait es zamanli qRT-PCR sonuglar1 tek grafikte verilmistir. Es
zamanlt qRT-PCR sonuglari, RT-PCR sonuglari ile uyumludur. shRelA-1 grubu igin
RelA mRNA ¢kspresyonunda yaklasik 60°lik bir azalma gézlenmistir, shRelA-2 i¢in ise
yaklasik 80’lik azalma belirlenmistir. HIF-1oo mMRNA ekspresyonunda shRelA-1 igin
yaklasik %65°1lik, shRelA-2 igin %70’lik diisiis gézlenmistir. shRelA-1 grubunda
TRIM29 mRNA ekspresyonunda yaklasik 65°lik, shRelA2 grubunda ise yaklasik
%80’lik bir azalma belirlenmistir. Hem shRelA-1 hem de shRelA-2 grubunda es
zamanli qRT-PCR testi sonrasinda istatistiksel agidan 6nemli (p < 0,001) miktarda
RelA, HIF-1a ve TRIM29 mRNA ekspresyonu azalmistir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.26. MDA-MB-468 hiicre grubunda RelA inaktivasyonunu takiben hedef protein
miktarlarindaki ekspresyon degisimini gosteren western blot sonuclar1 ve
bant sinyali degisimi

Western blot sonuglar1 RT-PCR ve es zamanli qRT-PCR sonuglar1 ile
uyumludur. Hem shRelA-1 hem de shRelA-2 gruplari i¢in RelA inaktivasyonu sonucu
NF-kB protein ekspresyonu azalmistir. Bunu takiben TRIM29 protein ekspresyonuda
azalmistir. Photoshop programiyla yapilan bant biiyiikliigii analizi sonucu elde edilen
bant kiyaslamalar1 Sekil 4.26’da verilmistir.

4.3.3. HMEC hiicrelerinde NF-kB, HIF-1a ve TRIMZ29 baglantis1
HMEC hiicrelerinde NF-«B inaktivasyonu hem HIF-1a hem de TRIM29

ekspresyonunu negatif yonde etkilemistir. shRel-1 ve shRel2 igin hemen hemen esit
oranda inaktivasyon saglanmistir.
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Sekil 4.27. HMEC hiicre grubunda RelA inaktivasyonunu takiben hedef genlerdeki
mRNA ekspresyon degisim miktarlarini gosteren RT-PCR sonuglari

Sekil 4.27°de goriilmektedir ki shRelA-1 ve shRelA-2 plazmid vektorleri ile
RelA inaktivasyonu gerceklestirilmistir. Hem shRelA-1 hem de shRelA-2 plazmidi ile
HMEUC hiicreleri i¢in yiiksek oranda inaktivasyon saglanmistir. Hem shRelA-1 hem de
shRelA-2 grubundaki RelA mRNA ekspresyonundaki azalmaya paralel olarak HIF-1a
ve TRIM29 mRNA ekspresyonlari bazal seviyede diismiistiir.
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Sekil 4.28. HMEC hiicre grubunda RelA inaktivasyonunu takiben RelA, HIF-la ve
TRIM29 mRNA ekspresyonundaki degisim miktarlarini gdsteren es zamanl
gRT-PCR sonuglari
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3 farkli gene ait es zamanli qRT-PCR sonuglar1 tek grafikte verilmistir. Es
zamanli JRT-PCR sonuglari, RT-PCR sonuglar1 ile uyumludur. shRelA-1 ve shRelA-2
icin RelA mRNA ekspresyonunda %70’ten fazla azalma gozlenmistir. HIF-1a icin
shRelA-1 i¢in yaklasik %75°lik, shRelA-2 i¢in yaklasik %85°lik diislis gozlenmistir.
shRelA-1 grubunda TRIM29 mRNA ekspresyonunda %70’lik, shRelA2 grubunda ise
%80’den fazla bir azalma belirlenmistir. Hem shRelA-1 hem de shRelA-2 grubunda es
zamanli qRT-PCR testi sonrasinda istatistiksel agidan onemli (p < 0,001) miktarda
RelA, HIF-1a ve TRIM29 mRNA ekspresyonu azalmistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.29. HMEC hiicre grubunda RelA inaktivasyonunu takiben hedef protein
miktarlarindaki ekspresyon degisimini gdsteren western blot sonuglar1 ve
bant sinyali degisimi

Western blot sonuglart RT-PCR ve es zamanli qRT-PCR sonuglart ile
uyumludur. Hem shRelA-1 hem de shRelA-2 gruplar igin RelA inaktivasyonu sonucu
NF-xB protein ekspresyonu azalmistir. Bunu takibinde TRIM29 protein ekspresyonu da
azalmistir. Photoshop programiyla yapilan bant biiyiikliigii analizi sonucu elde edilen
bant kiyaslamalar1 Sekil 4.29°da verilmistir.

4.3.4. NAC uygulamasinin HIF-1a ve TRIM29 ekspresyonuna etkisi

NF-kB mRNA seviyesindeki azalmay1 takiben HIF-1a ve TRIM29 seviyelerinin
azalmasindan dolay1 bu yolak iizerine antioksidan kullaniminin nasil etki edecegini
aragtirmak istedik. Ciinkii Alpay vd (2015) hiicrelerin yiiksek dozda NAC (N-asetil
sistein)’ye maruz birakilmalarinin NF-xB transkripsiyonel aktivitesini azalttigini
belirtmislerdir. Calismamizda SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicreleri kiiltiir
ortamina NAC eklenerek kiultiire edildi. Daha sonra RelA, HIF-1a ve TRIM29 mRNA
ekspresyonu degisimleri es zamanli qRT-PCR ile analiz edildi. GAPDH es zamanli
gRT-PCR analizi i¢in kontrol olarak kullanildi.
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Sekil 4.30.SKBr3 hiicre grubunda NAC uygulamasi sonrast RelA, HIF-1a ve TRIM29
mRNA ekspresyonundaki degisim miktarlarini gdsteren es zamanli qRT-PCR
sonuglari

SKBr3 hiicrelerinde NAC uygulamasim takiben RelA, HIF-1o ve TRIM29
mRNA ekspresyonu azalmistir. NAC uygulamasi sonrast RelA mRNA ekspresyonu
ortalama yiizde %80 azalmistir. HIF-1oo mRNA ekspresyonu ortalama %50 oraninda
azalmistir. TRIM29 mRNA ekspresyonu ise ortalama %30 oraninda azalma olmustur.
Meydana gelen degisimler istatistiksel agidan 6nemlidir (p < 0,001) (Sekil 4.30).
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Sekil 4.31. MDA-MB-468 hiicre grubunda NAC uygulamasi sonras1 RelA, HIF-1a ve
TRIM29 mRNA ekspresyonundaki degisim miktarlarin1 gosteren es zamanh
gRT-PCR sonuglari
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MDA-MB-468 hiicrelerinde NAC uygulamasii takiben NF-xB, HIF-1la ve
TRIM29 mRNA ekspresyonu azalmistir. NAC uygulamasi sonrast NF-kB mRNA
ekspresyonu ortalama yiizde %85 azalmistir. HIF-1a. mRNA ekspresyonu ortalama %
80 oraninda azalmistir. TRIM29 mRNA ekspresyonu ise ortalama % 40 oraninda

olmustur. Meydana gelen degisimler istatistiksel agidan onemlidir (p < 0,001) (Sekil
4.31).
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Sekil4.32. HMEC hiicre grubunda NAC uygulamasi sonrast RelA, HIF-1o ve TRIM29
mRNA ekspresyonundaki degisim miktarlarini gdsteren es zamanli qRT-PCR
sonuglari

HMEC hiicrelerinde NAC uygulamasimi takiben RelA, HIF-1a ve TRIM29
bazal mRNA ekspresyonu azalmigti. NAC uygulamasi sonrasi RelA mRNA
ekspresyonu ortalama yilizde %70 azalmistir. HIF-1oo mRNA ekspresyonu ortalama %
75 oraninda azalmistir. TRIM29 mRNA ekspresyonu ise ortalama % 40 oraninda
olmustur. Meydana gelen degisimler istatistiksel agidan 6nemlidir (p < 0,001) (Sekil
4.32).

4.4. HIF-1a Proteininin TRIM29 ve TWIST1 Uzerine Etkisi

Hem ATM hem de NF-«xB inaktivasyonunun TRIM29 ekspresyonunu negatif
yonde etkiledigini belirledikten sonra bu baglantida HIF-lo proteininin roliinii
arastirdik. Ayrica onceden tanimlanmis HIF-1o, TWIST1 baglantisint meme kanseri
hiicrelerinde ¢alistik. Biz HIF-1a inaktivasyonunu saglayarak TRIM29 ve TWIST1
degisimini SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde test ettik. Ayrica bu
baglantida TRIM29 etkinligini test etmek icin TRIM29 ekspresyonu goézlenmeyen
MDA-MB-231 hiicrelerinde HIF-1a inaktivasyonu sonucu TWIST1 ekspresyonundaki
degisimi test ettik.

Open Biosystem’den 5 farkli HIF-1oo shRNA plazmidi siparis edildi. SKBr3,
MDA-MB-468, HMEC ve MDA-MB-231 i¢in HIF-la gen inaktivasyonu
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gerceklestirildi. Tlk deneme SKBr3 ile yapildi ve kullanilan 5 shRNA’dan, 3 tane en
yiiksek diizeyde inaktivasyon saglanan shRNA vektor belirlendi. RT-PCR sonuglarini
test etmek bu 3 plazmid vektorii kullanildi. Es zamanli qRT-PCR ve western blot sonug
degerlendirmeleri en iyi inaktivasyon saglayan 2 shRNA kullanilarak yapildi.
Kullanilan shRNA plazmidleri, shHIF-1, shHIF-2 ve shHIF-3 olarak isimlendirildi.
TRIM29 ve TWIST1 degisimini RT-PCR, es zamanli qRT-PCR ve western blot
yontemleri ile test ettik. HIF-1a aktivasyon degisimi RT-PCR ve es zamanli gRT-PCR
ile test edildi. HIF-1a proteinini normoksi halinde western blot ile belirlenemedigi igin
bu agamada HIF-1a proteini i¢in western blot yapilmamistir. RT-PCR i¢in GAPDH, es
zamanli qRT-PCR i¢in Aktin ve western blot i¢in a-Aktin kontrol olarak kullanilmistir.
Ayrica Onceki ¢alismalarda HIF-1a hedef geni olarak bilinen CAIX (Wykoff vd 2000),
RT-PCR ve es zamanli qRT-PCR testleri i¢in kontrol olarak kullanilmistir.

4.4.1. SKBr3 hiicrelerinde HIF-1a, TRIM29 ve TWISTL1 baglantisi

SKBr3 hiicrelerinde HIF-1a inaktivasyonu TRIM29 ekspresyonunu negatif
yonde etkiledigi belirlenmistir, diger yandan TWIST1 ekspresyonunu arttirmistir.

TWIST1

TRIM29

GAPDH

Sekil 4.33. SKBr3 hiicre grubunda HIF-la inaktivasyonunu takiben hedef genlerdeki
mRNA ekspresyon degisim miktarlarin1 gésteren RT-PCR sonuglari

RT-PCR sonuglari incelendigi zaman kullanilan 3 shRNA plazmidi i¢inde HIF-
lo inaktivasyonunun saglandigi goriilmektedir. Bunu takiben HIF-la, CAIX ve
TRIM29 mRNA ekspresyonlar1 azalmistir. TWIST1 mRNA ekspresyonu ise artmistir.
En iyi inaktivasyon shHIF-3 grubunda elde edilmistir (Sekil 4.33).
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Sekil 4.34. SKBr3 hiicre grubunda HIF-1a inaktivasyonunu takiben HIF-1a, TRIM?29,
CAIX ve TWIST1 mRNA ekspresyonundaki degisim miktarlarini gosteren
es zamanlt qRT-PCR sonuglari

4 farkli gene ait es zamanli qRT-PCR sonuglari ayn1 grafikte verilmistir. Es
zamanlt qRT-PCR sonuglari, RT-PCR sonuglar1 ile uyumludur. Es zamanli gqRT-PCR
shHIF-2 ve shHIF-3 ornekleri igin analiz edilmistir. shHIF-2 i¢in HIF-1a, TRIM29 ve
CAIX mRNA ekspresyonlarinda yaklasik %70’lik bir azalma gozlenmistir. shHIF-3
icin HIF-la mRNA ekspresyonu yaklasik %80, TRIM29 ve CAIX mRNA
ekspresyonlarinda ise %90°lik azalma elde edilmistir. shHIF-2 i¢in TWISTI1
ekspresyonunda 1,9 katlik, shHIF-3 i¢in ise 3,2 katlik bir artma s6z konusudur. Hem
shHIF-2 hem de shHIF-3 grubunda es zamanli qRT-PCR testi sonrasinda istatistiksel
acidan 6nemli (p < 0,001) miktarda HIF-1a, TRIM29 ve CAIX mRNA ekspresyonu
azalmig, bunu takiben TWIST1 mRNA ekspresyonu artmistir (Sekil 4.34).

75



BULGULAR Muzaffer DUKEL

> AL e
& S »
\.C'o\ A\\\ ':\\\
1 2.24 2.45
1 0.24 0.21

66 kDa -- S TR0

1 1 1

SKBr3

Sekil 4.35. SKBr3 hiicre grubunda HIF-la inaktivasyonunu takiben hedef protein
miktarlarindaki ekspresyon degisimini gosteren western blot sonuglar1 ve
bant sinyali degisimi

Western blot sonuglar1 RT-PCR ve es zamanli qRT-PCR sonuglar ile
uyumludur. Hem shHIF-2 hem de shHIF-3 gruplari i¢in HIF-1a inaktivasyonu sonucu
TRIM29 protein ekspresyonu azalmistir. TWIST1 protein ekspresyonu ise artmistir.
Photoshop programiyla yapilan bant biiyiikliigii analizi sonucu elde edilen bant
kiyaslamalar1 Sekil 4.35°te verilmistir.

4.4.2. MDA-MB-468 hiicrelerinde HIF-1a, TRIM29 ve TWIST1 baglantisi
MDA-MB-468 hiicrelerinde HIF-1o inaktivasyonu TRIM29 ekspresyonunu

negatif yonde etkiledigi belirlenmistir, diger yandan TWIST1 ekspresyonunu
arttirmustir. En iyi HIF-1a inaktivasyonu shHIF-3 ile saglanmustir.
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MDA-MB-468

Sekil 4.36. MDA-MB-468 hiicre grubunda HIF-lo inaktivasyonunu takiben hedef
genlerdeki mRNA ekspresyon degisim miktarlarin1 gosteren RT-PCR
sonuglari

RT-PCR sonuglart incelendigi zaman kullanilan 3 shRNA plazmidi i¢inde HIF-
lo inaktivasyonunun saglandigi goriilmektedir. Bunu takiben HIF-la, CAIX ve
TRIM29 mRNA ekspresyonlart azalmistir. TWIST1 mRNA ekspresyonu ise artmistir
En iyi inaktivasyon shHIF-3 grubunda elde edilmistir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.37. MDA-MB-468 hiicre grubunda HIF-1a inaktivasyonunu takiben HIF-1a,
TRIM29, CAIX ve TWIST1 mRNA ekspresyonundaki degisim miktarlarini
gosteren es zamanli qRT-PCR sonuglari
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4 farkli gene ait es zamanli qRT-PCR sonuglar1 aym grafikte verilmistir. Es
zamanli qRT-PCR sonuglari, RT-PCR sonuglar1 ile uyumludur. Es zamanli qRT-PCR
shHIF-2 ve shHIF-3 oOrnekleri i¢in analiz edilmistir. shHIF-2 i¢in HIF-la mRNA
ekspresyonunda yaklasik 9%70’lik, shHIF-3 igin ise yaklastk %85°lik azalma
gozlenmistir. TRIM29 mRNA ekspresyonu shHIF-2 igin %85, shHIF-3 igin ise
%90’dan daha fazla miktarda diigmustiir. shHIF-2 grubunda CAIX mRNA ekspresyonu
yaklagik %60, shHIF-3 i¢in ise %80 oraninda azalmistir. shHIF-2 i¢cin TWIST1 mRNA
ekspresyonunda 2,1 katlik, shHIF3 icin ise 4,2 katlik bir artma s6z konusudur. Hem
shHIF-2 hem de shHIF-3 grubunda es zamanli qRT-PCR testi sonrasinda istatistiksel
acidan 6nemli (p < 0,001) miktarda HIF-1a, TRIM29 ve CAIX mRNA ekspresyonu
azalmis, bunu takiben TWIST1 mRNA ekspresyonu artmistir (Sekil 4.37).
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Sekil 4.38. MDA-MB-468 hiicre grubunda HIF-la inaktivasyonunu takiben hedef
protein miktarlarindaki ekspresyon degisimini gosteren western blot
sonuglar1 ve bant sinyali degisimi

Western blot sonuglar1 RT-PCR ve es zamanli qRT-PCR sonuglart ile
uyumludur. TRIM29 protein ekspresyonu HIF-1a inaktivasyonu sonrasi azalmistir.
TWISTI protein ekspresyonu ise artmistir. Photoshop programiyla yapilan bant
biiytikliigli analizi sonucu elde edilen bant kiyaslamalar1 Sekil 4.38’de verilmistir.

4.4.3. HMEC hiicrelerinde HIF-1a, TRIM29 ve TWIST1 baglantisi
HMEC hiicrelerinde HIF-1a inaktivasyonu TRIM29 ekspresyonunu negatif
yonde etkiledigi belirlenmistir, diger yandan TWIST1 ekspresyonunu arttirmistir.

HMEC hiicre grubu igin yiiksek HIF-1a inaktivasyonu shHIF-1 ve shHIF-3 plazmid
vektorleri ile elde edilmistir.
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Sekil 4.39. HMEC hiicre grubunda HIF-1la inaktivasyonunu takiben hedef genlerdeki
mRNA ekspresyon degisim miktarlarin1 gésteren RT-PCR sonuglari

HMEC HIF-1a inaktivasyonu i¢in kullanilan vektorlerden shHIF-1 ve shHIF-
3’ten yiiksek oranda inaktivasyon elde edilmistir. HIF-1a mRNA ekspresyonundaki
azalmay1 takiben CAIX ve TRIM29 mRNA ekspresyonlari azalmistir. TWISTI mRNA
ekspresyonu artmistir (Sekil 4.39).
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Sekil 4.40. HMEC hiicre grubunda HIF-1a inaktivasyonunu takiben HIF-1a, TRIM29,
CAIX ve TWIST1 mRNA ekspresyonundaki degisim miktarlarini gosteren
es zamanlt qRT-PCR sonuglari
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4 farkli gene ait es zamanli qRT-PCR sonuglar1 aym grafikte verilmistir. Es
zamanli qRT-PCR sonuglari, RT-PCR sonuglari ile uyumludur. Es zamanli qRT-PCR
shHIF-1 ve shHIF-3 oOrnekleri i¢in analiz edilmistir. shHIF-1 i¢in HIF-la mRNA
ekspresyonunda %70’den fazla, shHIF-3 i¢in ise %90’lik azalma g6zlenmistir. TRIM29
MRNA ekspresyonu shHIF-1 i¢in %60, shHIF-3 igin ise %80 diismistiir. shHIF-1
grubunda CAIX mRNA ekspresyonu %60°tan fazla, shHIF-3 i¢in ise %80 oraninda
azalmistir. shHIF-1 i¢cin TWIST1 mRNA ekspresyonunda 2,2 katlik, shHIF-3 i¢in ise
4,2 katlik bir artma s6z konusudur. Hem shHIF-1 hem de shHIF-3 grubunda es zamanli
gRT-PCR testi sonrasinda istatistiksel agidan 6nemli (p < 0,001) miktarda HIF-1a,
TRIM29 ve CAIX mRNA ekspresyonu azalmig, bunu takiben TWISTI mRNA
ekspresyonu artmistir (Sekil 4.40).
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Sekil 4.41. HMEC hiicre grubunda HIF-lo inaktivasyonunu takiben hedef protein
miktarlarindaki ekspresyon degisimini gosteren western blot sonuclart ve
bant sinyali degisimi

Western blot sonuglar1 RT-PCR ve es zamanli qRT-PCR sonuglart ile
uyumludur. TRIM29 protein ekspresyonu HIF-1a inaktivasyonu sonrasi azalmistir.
TWISTI protein ekspresyonu ise artmistir. Photoshop programiyla yapilan bant
biiyiikliigli analizi sonucu elde edilen bant kiyaslamalar1 Sekil 4.41°de verilmistir.

4.4.4. MDA-MB-231 hiicrelerinde HIF-10 ve TWIST1 baglantisi

TRIM29 ekspresyonunun HIF-1a tarafindan kontrol edildigini ve HIF-la
inaktivasyonunun TWIST1’1 pozitif olarak etkiledigini anladiktan sonra, TRIMZ29
yoklugunda bu baglantinin nasil gergeklestigini anlamak i¢gin MDA-MB-231
hiicrelerinde HIF-1o inaktivasyonu sonucu TWIST1 ekspresyonu RT-PCR ve es
zamanli qRT-PCR ile analiz edildi.
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Sekil 4.42. MDA-MB-231 hiicre grubunda HIF-la inaktivasyonunu takiben hedef
genlerdeki mRNA ekspresyon degisim miktarlarint gosteren RT-PCR
sonugclari

HIF-1a inaktivasyonu sonucu TRIM29 eksprese eden hiicrelerdekinin aksine
TWIST1 mRNA ekspresyonu azalmigtir. En iyi inaktivasyon shHIF-1 grubunda elde
edilmistir. Kontrol olarak kullanilan HIF-1a hedef geni CAIX mRNA ekspresyonuda
azalmugstir (Sekil 4.42).
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Sekil 4.43. MDA-MB-231 hiicre grubunda HIF-1a inaktivasyonunu takiben HIF-1a,
CAIX ve TWISTI mRNA ekspresyonundaki degisim miktarlarin1 gésteren
es zamanlt qRT-PCR sonuglari
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3 farkli gene ait es zamanli qRT-PCR sonuglar1 ayni1 grafikte verilmistir. Eg
zamanli qRT-PCR sonuglari, RT-PCR sonuglari ile uyumludur. Es zamanli qRT-PCR
shHIF-1 ve shHIF-3 oOrnekleri i¢in analiz edilmistir. shHIF-1 i¢in HIF-la mRNA
ekspresyonunda %90’dan fazla, shHIF-3 igin ise %70’1lik azalma gozlenmistir. shHIF-1
grubunda CAIX mRNA ekspresyonu yaklasik %90, shHIF-3 igin ise %70 oraninda
azalmistir. shHIF-1 i¢cin TWIST1 mRNA ekspresyonu yaklasik %90, shHIF-3 i¢in ise
%75 oraninda azalmistir. Hem shHIF-1 hem de shHIF-3 grubunda es zamanli qRT-PCR
testi sonrasinda istatistiksel ag¢idan 6nemli (p < 0,001) miktarda HIF-1a, TWIST1 ve
CAIX mRNA ekspresyonu azalmistir (Sekil 4.43).

4.5. Hipoksi’nin TRIM29 ve TWIST1 Uzerine Etkisi

HIF-1a inaktivasyonunun TRIM29 ekspresyonunu azalttigi ve TWIST1
seviyesini arttirdigini ortaya ¢ikardiktan sonra HIF-lo artisinin bu baglantiyr nasil
etkiledigini arastirdik. Bunun i¢in SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde
hipoksik kosullarda TRIM29 ve TWIST1 degisimini arastirdik. MDA-MB-231 ve BT-
549 hiicrelerinde hipoksik kosullarda TWIST1 degisimini test ettik. SKBr3, MDA-MB-
468 ve HMEC hiicreleri hipoksiye maruz birakildi. RT-PCR, es zamanli qRT-PCR ve
western blot yontemleri ile HIF-lo, TRIM29, TWIST1 ve CAIX ekspresyonu
degisimleri test edildi. TWIST1 ekspresyonunun TRIM29 yoklugunda nasil
gergeklestigini anlamak igin TRIM29 eksprese etmeyen MDA-MB-231 ve BT-549
hiicreleri hipoksiye maruz birakildi. TWIST1 ekspresyonu degisimi es zamanli qRT-
PCR ve western blot ile analiz edildi. ik asamada hipoksi uygulamas: 18 saat boyunca
%1 O2’de 37°C’de gergeklestirildi. Grafikler olusturulurken bazi kisaltmalar kullanildi.
MDA-MB-468 hiicreleri i¢in “468”, MDA-MB-231 hiicreleri i¢in “231”, hipoksi i¢in
“Hip” ve normoksi i¢in ise “Nor” kisaltmalari kullanilmistir. RT-PCR ve es zamanli
gRT-PCR i¢in GAPDH, western blot i¢in a-Aktin kontrol olarak kullanilmistir.

45.1. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde hipoksi uygulamasinin
TRIM29-TWIST1 iizerine etkisi

Literatiirde hipoksi sirasinda HIF-la mRNA diizeyi degisimi ile ilgili farkh

bilgiler bulunmaktadir. Biz bu ¢alismada SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC i¢in HIF-
la, TRIM29, CAIX ve TWIST1 ekspresyonu degisimlerini analiz ettik.
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Sekil 4.44. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicre grubunda normoksi ve hipoksi
sirasinda hedef genlerin MRNA ekspresyonu degisimini gosteren RT-PCR
sonugclari

HIF-1a, CAIX ve TRIM29 mRNA ekspresyonlarinda hipoksi uygulamasi
sonrast, normoksik kosullara kiyasla artis gézlenmigtir. TWISTI mRNA seviyesinde
herhangi bir artis gézlenmemistir (Sekil 4.44).
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Sekil 4.45. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicre grubunda hipoksi uygulamasi
sonrasi, normoksi durumuna kiyasla HIF-la ve TRIM29 mRNA
ekspresyonundaki degisim miktarlarini gosteren es zamanli qRT-PCR
sonuglari
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Grafik incelendigi zaman hipoksi uygulamasi sonras1 SKBr3, MDA-MB-468 ve
HMEC hiicrelerinde TRIM29 mRNA ekspresyonu artmistir. SKBr3 hiicrelerinde 4
kattan fazla, MDA-MB-468 hiicrelerinde 2,5 kattan fazla ve HMEC hiicreleri i¢in 3
kattan fazla TRIM29 mRNA ekspresyonu artist gozlenmistir. HIF-la mRNA
ekspresyonu da SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicreleri igin yaklasik 2 kat artis
gostermistir. Bu ¢alismada meme kanseri ve meme epiteli hiicrelerinde hipoksi sirasinda
HIF-1o ve TRIM29 mRNA ekspresyonunun istatistiksel a¢idan 6nemli (p < 0,001)
seviyede arttigini belirledik (Sekil 4.45).
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Sekil 4.46. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicre grubunda hipoksi uygulamasi
sonrasi, normoksi durumuna kiyasla CAIX ve TWISTI mRNA
ekspresyonundaki degisim miktarlarint gosteren es zamanli qRT-PCR
sonuglari

Hipoksik kosullarin dogru olarak uygulandigini test etmek i¢in, HIF-1a’nin yan1
sira HIF-1o tarafindan hipoksi sirasinda ekspresyonu uyarilan CAIX geninin mRNA
ekspresyonu da test edildi. Meme kanseri ve meme epiteli hiicrelerinde hipoksik
kosullarda CAIX mMRNA ekspresyonunun arttigi belirlenmistir. TWIST1 mRNA
ekspresyonunda ise istatistiksel agidan 6nemli bir degisim gozlenmemistir (p > 0,05)
(Sekil 4.46).
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Sekil 4.47. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicre grubunda normoksi ve hipoksi
sirasinda hedef protein miktarlarindaki ekspresyon degisimini gosteren
western blot sonuglari ve bant sinyali degisimi

Kontrol olarak test edilen HIF-1a ve CAIX protein ekspresyonlarinda artis
gozlenmistir. TRIM29 protein ekspresyon artist RT-PCR ve es zamanli qRT-PCR
analizi sonuglari ile uyumludur. Hipoksik kosullarda TRIM29 protein ekspresyonunda
SKBr3 icin 3,8 kat, MDA-MB-468 icin 2,4 kat ve HMEC icin 2,8 kat artis
belirlenmigstir. TWIST1 protein ekspresyonunda herhangi bir degisim goézlenmemistir.
Photoshop programiyla yapilan bant biiyilikliigii analizi sonucu elde edilen bant
kiyaslamalar1 Sekil 4.47°de verilmistir.

45.2. MDA-MB-231 ve BT-549 hiicrelerinde hipoksi uygulamasinin TWIST1
ekspresyonu iizerine etkisi

Literatiir 6zetinde belirtildigi gibi HIF-la’nin hipoksik kosullarda TWIST1
ekspresyonunu arttirdig bilinmektedir (Yang vd 2008). Ancak, TRIM29 eksprese eden
hiicrelerle yaptigimiz ¢alismada hipoksi sirasinda TWIST1 ekspresyonunda herhangi bir
degisim belirlenmedi. Bu sebeple TRIM29 eksprese etmeyen MDA-MB-231 ve BT-549
hiicreleri hipoksiye maruz birakilarak HIF-10, TWIST1 ve CAIX ekspresyonu degisimi
es zamanli qRT-PCR ve western blot ile analiz edildi. Es zamanli qRT-PCR igin
GAPDH, western blot i¢in a-Aktin kontrol olarak kullanilmstir.
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Sekil 4.48. MDA-MB-231 hiicre grubunda hipoksi uygulamasi sonrasi, normoksi
durumuna kiyasla HIF-1a, TWIST1 ve CAIX mRNA ekspresyonundaki
degisim miktarlarini gdsteren es zamanli qRT-PCR sonuglari

Grafik incelendigi zaman MDA-MB-231 hiicreleri igin hipoksi durumunda HIF-
la, TWIST1 ve CAIX mRNA ekspresyonlariin arttifi goriilmektedir. Biitlin artiglar
istatistiksel a¢idan (p < 0,001) 6nemlidir (Sekil 4.48).
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Sekil 4.49. BT-549 hiicre grubunda hipoksi uygulamasi sonrasi, normoksi durumuna
kiyasla HIF-la, TWIST1 ve CAIX mRNA ekspresyonundaki degisim
miktarlarini gosteren es zamanli qRT-PCR sonuglari
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Grafik incelendigi zaman BT-549 hiicreleri i¢in hipoksi durumunda HIF-1a,
TWIST1 ve CAIX mRNA ekspresyonlarinin arttigi goriilmektedir. Biitiin artiglar
istatistiksel acidan (p < 0,001) dnemlidir (Sekil 4.49).
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Sekil 4.50. MDA-MB-231 ve BT-549 hiicre grubunda normoksi ve hipoksi sirasinda
hedef protein miktarlarindaki ekspresyon degisimini gdsteren western blot
sonuclar1 ve bant sinyali degisimi

HIF-1a ve CAIX kontrol olarak kullanilmigtir ve hipoksi uygulanmasindan
sonra protein ekspresyonlarinda artis gozlenmistir. TWIST1 protein ekspresyonu,
TRIM29 eksprese eden hiicrelerin aksine artis gostermistir (Bkz. Sekil 4.47). Hipoksik
kosullarda TWIST1 protein ekspresyonunda artislart es zamanli qRT-PCR sonuglari ile
uyumludur. Photoshop programiyla yapilan bant biiyiikliigii analizi sonucu elde edilen
bant kiyaslamalar1 Sekil 4.50°de verilmistir.

4.5.3. Hipoksi siiresinin TRIM29 ve TWIST1 ekspresyonuna etkisi

SKBr3 ve MDA-MB-468 meme kanseri hiicrelerinde hipoksi uygulamasinin
TRIM29 ekspresyonunu arttirdigini, TWIST1’in ise degismedigini belirledikten sonra
uygulanan hipoksi siiresinin etkisini arastirdik. Bunun i¢in SKBr3 ve MDA-MB-468
meme kanseri hiicreleri %1 O, 37°C’de 2, 4, 8, 12, 16, 18 ve 24 saat boyunca inkiibe
edildi. RT-PCR ve es zamanli qRT-PCR ile HIF-1a, TRIM29 ve TWIST1 mRNA
ekspresyonu degisimleri analiz edildi. Western blot testi ile HIF-1a ve TRIM29 protein
ekspresyonlar1 degisimi analiz edildi. CAIX RT-PCR analizinde hipoksik gen
ekspresyon kontrolii i¢in kullanildi. GAPDH RT-PCR i¢in, Aktin es zamanli qRT-PCR
i¢cin ve a-Aktin ise western blot i¢in kontrol olarak kullanildi.
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Sekil 4.51. SKBr3 hiicre grubunda farkli siirelerde hipoksi uygulamasini takiben hedef
genlerdeki mRNA ekspresyon degisim miktarlarin1 gosteren RT-PCR
sonuclari

Sekil 4.51 incelendigi zaman TRIM29 ve CAIX mMRNA ekspresyonlar
normoksik kosullara kiyasla kademeli olarak arttigr goriilmektedir. HIF-lo. mRNA
ekspresyonu ise 8. ve 18. saatlerde en yiiksek oldugu goriilmektedir. 16. saatte HIF-1a
mRNA ekspresyonunda kii¢iik bir azalma belirlenmistir. TWIST1 mRNA ekspresyonu
kontrole kiyasla degismemistir (Sekil 4.51).

SKBr3 normoksi-hipoksi
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Sekil 4.52. SKBr3 hiicre grubunda farkl: siireli hipoksi uygulamasi sonrasi, normoksi
durumuna kiyasla HIF-la mRNA ekspresyonu degisimini gosteren es
zamanli qRT-PCR sonuglari
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Sekil 4.53. SKBr3 hiicre grubunda farkl siireli hipoksi uygulamasi sonrasi, normoksi
durumuna kiyasla TRIM29 mRNA ekspresyonu degisimini gosteren es
zamanli qRT-PCR sonuglari
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Sekil 4.54. SKBr3 hiicre grubunda farkli siireli hipoksi uygulamasi sonrasi, normoksi
durumuna kiyasla TWIST1 mRNA ekspresyonu degisimini gosteren es
zamanli qRT-PCR sonuglari

CAIX geni kontrol olarak kullanildigi ve RT-PCR sonuglarinda ekspresyon
artis1 agikca gorildigi i¢in, bu gen i¢in ayrica es zamanli qRT-PCR analizi
yapilmamistir. SKBr3 hiicrelerinde hipoksi uygulamasi sonrast HIF-1a, TRIM29 ve
TWSIT1’e mRNA ekspresyonu degisimini gosteren es zamanlt qRT-PCR sonuglart RT-
PCR sonuglari ile uyumludur. HIF-1oo MRNA ekspresyonu 4, 8, 12 ve 18 saatlik hipoksi
uygulamasinda artmig, 16 saatlik hipoksi uygulamasinda azalmistir (Sekil 4.52).
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TRIM29 mRNA ekspresyonu hipoksi uygulamasinin her asamasinda artig géstermistir.
4,8, 12, 16 ve 18 saatlik hipoksi uygulamasi sonrast TRIM29 mRNA ekspresyonu artisi
istatistiksel agidan (p < 0,001), 2 saatlik hipoksi uygulamasi sirasinda gergeklesen
TRIM29 mRNA ekspresyonu artig1 da istatistiksel agidan (p < 0,05) dnemlidir (Sekil
4.53). TWIST1 mRNA ekspresyonundaki hipoksi uygulamasi sonrasi meydana gelen
degisimler istatistiksel agidan 6nemli degildir (p > 0,05) (Sekil 4.54).

Hipoksiya
N 4 8 12 16 18 24
— — — I — — ——
1 123 230 225 2.47 327 343

4,22 1,93 2.66 07

120 kDa - - -- —— - HIF-1q

SKBr3

Sekil 4.55. SKBr3 hiicre grubunda normoksi ve farkli siirelerde uygulanan hipoksi
sirasinda hedef protein miktarlarindaki ekspresyon degisimini gosteren
western blot sonuclar1 ve bant sinyali degisimi

TWIST1 mRNA seviyesi SKBr3 hiicrelerinde hipoksi sirasinda degismedigi i¢in
farkli siireli hipoksi testi i¢in ayrica TWIST1 western blot analizi yapilmadi. Sekil 4.55
incelendigi zaman uygulanan hipoksi siiresi artitkca TRIM29 protein ekspresyonunun
arttig1 belirlenmistir. HIF-1a protein ekspresyonu normoksik kosullara kiyasla biitiin
hipoksik kosullarda degisik seviyelerde artis goOstermistir. Photoshop programiyla
yapilan bant biiylikliigli analizi sonucu elde edilen bant kiyaslamalar1 Sekil 4.55°te
verilmistir.
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Sekil 4.56. MDA-MB-468 hiicre grubunda farkli siirelerde hipoksi uygulamasini
takiben hedef genlerdeki mRNA ekspresyon degisim miktarlarin1 gosteren
RT-PCR sonuglari

MDA-MB-468 hiicrelerinde farkli siirelerde uygulanan hipoksi CAIX ve
TRIM29 mRNA ekspresyonunu 2. saatten sonra arttirmistir. TWIST1 ise 2. saatte
diismiis, 8. saatte tekrar normal seviyesine yiikseldigi tespit edilmistir. HIF-1ao mRNA
ekspresyonu ise siirekli olarak, farkli oranlarda artmistir (Sekil 4.56).

MDA-MB-468 normoksi-hipoksi
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Sekil 4.57. MDA-MB-468 hiicre grubunda farkli siireli hipoksi uygulamasi sonras,
normoksi durumuna kiyasla HIF-1la mRNA ekspresyonu degisimini
gosteren es zamanli qRT-PCR sonuglari
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Sekil 4.58. MDA-MB-468 hiicre grubunda farkli siireli hipoksi uygulamas: sonrast,
normoksi durumuna kiyasla TRIM29 mRNA ekspresyonu degisimini
gosteren es zamanli qRT-PCR sonuglari
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Sekil 4.59. MDA-MB-468 hiicre grubunda farkli siireli hipoksi uygulamasi sonrasi,
normoksi durumuna kiyasla TWISTI mRNA ekspresyonu degisimini
gosteren es zamanli qRT-PCR sonuglari

CAIX geni kontrol olarak kullanildigt ve RT-PCR sonuglarinda ekspresyon
artist acikca gorildigi icin, bu gen i¢in ayrica es zamanli qRT-PCR analizi
yapilmamistir. MDA-MB-468 hiicrelerinde hipoksi uygulamasi sonras1 HIF-1a,
TRIM29 ve TWSITI’e degisimini gosteren es zamanli qRT-PCR sonuglar1 RT-PCR
sonuglar1 ile uyumludur. HIF-1a. mRNA ekspresyonu hipoksi uygulamasi sirasinda
biitlin zaman araliklarinda artis gostermistir (Sekil 4.57). TRIM29 mRNA ekspresyonu
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hipoksi uygulamasmin her asamasinda artis gostermistir. Sadece 2 saatlik hipoksi
uygulamasindaki TRIM29 mRNA ekspresyon artis1 istatistiksel agidan 6nemli degildir
(p > 0,05). 4, 8, 12, 16 ve 18 saatlik hipoksi uygulamasi1 boyunca gézlemlenen TRIM29
MRNA ekspresyonu artis1 istatistiksel agidan onemlidir (p < 0,001) (Sekil 4.58).
TWIST1 mRNA ekspresyonundaki degismelerden 2 saatlik hipoksi uygulamasi sonrasi
meydana gelen degisim istatistiksel agidan onemli (p < 0,05) diger degisimler
istatistiksel agcidan 6nemli degildir (p > 0,05) (Sekil 4.59).

Hipoksiya
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Sekil 4.60. MDA-MB-468 hiicre grubunda normoksi ve farkli siirelerde uygulanan
hipoksi sirasinda hedef protein miktarlarindaki ekspresyon degisimini
gosteren western blot sonuglar1 ve bant sinyali degisimi

TWIST1 mRNA seviyesi SKBr3 hiicrelerinde hipoksi sirasinda yiiksek oranda
degismedigi igin farkli siireli hipoksi testi i¢in ayrica TWIST1 western blot analizi
yapilmadi. Sekil 4.60 incelendigi zaman uygulanan 4 saat disindaki hipoksi
uygulamalar siiresi arttkga TRIM29 protein ekspresyonunun arttigi belirlenmistir. En
yiiksek artis 24 saatlik hipoksi uygulamasi sonrasi elde edilmistir. HIF-1a protein
ekspresyonu normoksik kosullara kiyasla biitiin hipoksik kosullarda artis gdstermistir.
En biiyiik protein ekspresyonu artist 16. saatte elde edilmistir. Photoshop programiyla
yapilan bant biiyiikliigli analizi sonucu elde edilen bant kiyaslamalar1 Sekil 4.60’ta
verilmistir.

4.6. Hipoksik HIF-1a ve TRIM29 Ekspresyonunun Kontrolii

4.6.1. ATM inaktif SKBr3 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde hipoksik kosullarda
HIF-1a ve TRIM29 degisimi

Hipoksik kosullar altinda TRIM29 ekspresyonunun arttigini belirledikten sonra

bu kontroliin hipoksi boyunca ATM ya da HIF-1a’dan hangisi araciligi ile yapildigini
arastirdik. Bunun icin ATM ve HIF-la inaktivasyonu sagladigimiz SKBr3 ve MDA-
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MB-469 hiicreleri %1 O2’de, 37°C’de 18 saat boyunca hipoksik tankta kiiltiire edildi.
ATM, HIF-1a, TRIM29 ve CAIX mRNA ekspresyonu degisimi es zamanli qRT-PCR
ile analiz edildi. ATM inaktif hiicrelerde hipoksi uygulamasi sonrasi HIF-la ve
TRIM29 protein ekspresyonu degisimini gormek icin western blot analizi yapild.
Ayrica HIF-1a inaktivasyonu saglanmis hiicrelere hipoksi uygulamasi sonras1 TRIM29
MRNA ve protein ekspresyonu degisimi es zamanlt qRT-PCR ve western blot ile analiz
edildi. Es zamanli qRT-PCR igin Aktin ve western blot i¢in a-Aktin kontrol olarak
kullanildi.
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Sekil 4.61. SKBr3 ATM inaktif hiicre grubunda hipoksi uygulamas1 sonrasi, normoksi
durumuna kiyasla ATM, HIF-l1a, TRIM29 ve CAIX mRNA ekspresyonu
degisimini gosteren es zamanli qRT-PCR sonuglar1
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Sekil 4.62. MDA-MB-468 ATM inaktif hiicre grubunda hipoksi uygulamasi sonrasi,
normoksi durumuna kiyasla ATM, HIF-la, TRIM29 ve CAIX mRNA
ekspresyonu degisimini gosteren es zamanli qRT-PCR sonuglari

Bu deney sirasinda ¢alismanin baslangi¢ asamalarinda elde edilmis ATM inaktif
SKBr3 ve MDA-MB-468 hiicreleri kullanilmistir. Iki hiicre grubu iginde kontrol
gruplarina kiyasla, sShATM-1 ve ShATM-2 gruplarinda diigiik miktarda ATM, HIF-1a
ve TRIM29 ekspresyonuna sahip olduklar1 tekrar belirlenmistir. Ayrica ATM
inaktivasyonu sonrast CAIX ekspresyonunun da normal kosullardaki shATM-1 ve
ShATM-2 i¢in azaldig1 gorilmistiir. Kontrol gruplarinda normoksi ve hipoksi
kosullarindaki HIF-1a, TRIM29 ve CAIX mRNA ekspresyonu degisimleri, ¢aligma
sirasinda normoksi-hipoksi kosullart igin elde edilen sonuglar ile uyumludur. HIF-1a,
TRIM29 ve CAIX mRNA ekspresyonu hipoksik kosullarda kontrol grubuna kiyasla
hem SKBr3 hem de MDA-MB-468 hiicreleri i¢in artmistir. Her iki hiicre grubu iginde
ShATM-1 ve shATM-2 sonuglari incelendigi zaman ATM inaktivasyonunun hipoksinin
hem HIF-1a hem de TRIM29 mRNA ekspresyonu artisin1 engelledigi goriilmektedir.
ShATM-1 ve shATM-2 gruplarinin normoksi ve hipoksi gruplart i¢in HIF-la ve
TRIM29 ekspresyonunda istatistiksel agidan dnemli bir degisim goriilmemektedir (p >
0,05). sShATM-1 ve shATM-2 i¢in CAIX hipoksik kosullart incelendigi zaman ise,
CAIX i¢in hipoksik kosullarda hem shATM-1 hem de ShATM-2 grubu i¢in istatistiksel
acidan 6nemli (p < 0,001) ekspresyon artis1 oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.61 ve 4.62).
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Sekil 4.63. SKBr3 ve MDA-MB-468 ATM inaktif hiicrelerde Hipoksi sonras1 HIF-1a
ve TRIM29 protein miktarlarindaki ekspresyon degisimini gosteren western
blot sonuglar1 ve bant sinyali degisimi

Western blot sonuglar1 incelendigi zaman her iki hiicre grubu iginde kontrol
gruplarinda normoksi durumuna kiyasla hem TRIM29 hem de HIF-la protein
ekspresyonunda artis goriilmektedir. ATM inaktivasyonu saglanmis shATM-1 ve
ShATM-2 gruplari igin TRIM29 ifadesi normoksi durumuna kiyasla hipoksi uygulamasi
sonrast degismemistir. MDA-MB-468 shATM-1 HIF-1a blotu hari¢ diger HIF-la
blotlarinda normoksiye kiyasla hipoksi uygulamasi sonrast HIF-1a protein ekspresyonu
degismemistir (Sekil 4.63).

4.6.2. ATM inaktif SKBr3 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde hipoksik kosullarda
HIF-1a reporter aktivitesi

HIF-1a. mRNA ve protein ekspresyonunun ATM inaktif hiicrelerde hipoksik
kosullarda degismedigi ortaya koyduktan sonra SKBr3 ve MDA-MB-468 ATM inaktif
hiicrelerdeki HIF-1a reporter aktivitesini tayin etmek i¢in reporter assay yapildi. Bunun
icin ATM inaktif hiicreler HIF-1a reporter plazmidi ile transfekte edildi ve hiicreler %1
O2’de, 37°C’de 18 saat boyunca hipoksik tankta kiiltiire edildi.
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Sekil 4.64. SKBr3 ATM inaktif hiicrelerde hipoksi uygulamasi sonrast HIF-1a reporter
aktivitesi degisimi
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Sekil 4.65. MDA-MB-468 ATM inaktif hiicrelerde hipoksi uygulamasi sonras1t HIF-1a
reporter aktivitesi degisimi

Grafikler incelendigi zaman hem SKBr3 hem de MDA-MB-468 hiicreleri i¢in
ShATM-1 ve ShATM-2 gruplarinda HIF-la reporter aktivitesinin  distiigi
goriilmektedir. Kontrol gruplarinda hipoksi uygulamasi sonrasi her iki hiicre grubunda
da normoksiye kiyasla HIF-la reporter aktivitesi artis gostermistir. Bu artis SKBr3
hiicreleri i¢in 1,9 kat, MDA-MB-468 hiicreleri i¢in 2,2 kat olarak gerceklesmistir.
shATM gruplarinda ise normoksi durumunda HIF-1a reporter aktivitesi azalmistir. Bu
azalma SKBr3 icin ortalama 2,3 kat, MDA-MB-468 hiicreleri iginse 2,2 olarak
gerceklesmistir. Kontrol gruplarinda hipoksik ve normoksik kosullarda HIF-1a reporter
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aktivitesinde meydana gelen degisim istatistiksel agidan Onemlidir (p < 0,001).
Normoksik shATM-1ve shATM-2 i¢in HIF-la reporter aktivitesinde meydan gelen
diisiis istatistiksel acidan 6nemlidir (p < 0,001). Her iki hiicre grubunda da shATM
hipoksi gruplarinda, normoksiye kiyasla istatistiksel acidan Onemli bir degisim
gozlenmemistir (p > 0,05) (Sekil 4.64 ve 4.65).

4.6.3. HIF-10 inaktif SKBr3 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde hipoksik kosullarda
TRIM29 degisimi

HIF-1a inaktivasyonunun TRIM29 ekspresyonunu azalttigini ve hipoksik
kosullarda artmis HIF-1la ekspresyonunun TRIM29 ekspresyonunu arttirdigini
belirledikten sonra, HIF-la inaktivasyonu saglanmis hiicrelerde hipoksik kosullar
altinda TRIM29 ekspresyonu degisimini arastirdik. SKBr3 ve MDA-MB-468 HIF-1a
inaktif hiicreler %1 O2’de, 37°C’de 18 saat boyunca hipoksik tankta kiiltiire edildi. HIF-
la, TRIM29 ve kontrol olarak CAIX mMRNA ekspresyonu degisimleri es zamanli qRT-
PCR ile analiz edildi. TRIM29 protein ekspresyonu degisimi western blot ile analiz
edildi. Es zamanli qRT-PCR i¢in GAPDH, western blot i¢in a-Aktin kontrol olarak
kullanildi.
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Sekil 4.66. SKBr3 HIF-1a inaktif hiicre grubunda hipoksi uygulamasi sonrasi, normoksi
durumuna kiyasla HIF-lo, TRIM29 ve CAIX mRNA ekspresyonu
degisimini gosteren es zamanli qRT-PCR sonuglari
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Sekil 4.67. MDA-MB-468 HIF-1a inaktif hiicre grubunda hipoksi uygulamasi sonrasi,
normoksi durumuna kiyasla HIF-1a, TRIM29 ve CAIX mRNA ekspresyonu
degisimini gosteren es zamanlt qRT-PCR sonuglari

Hem SKBr3 hem de MDA-MB-468 hiicreleri i¢in normal kosullarda HIF-1a
inaktivasyonunu takiben HIF-1a, TRIM29 ve CAIX mRNA ekspresyonlari azaldigi
tekrar belirlenmistir. Kontrol gruplarinda normoksiye kiyasla, hipoksik kosullarda HIF-
lo, TRIM29 ve CAIX mRNA ekspresyonlar: artmistir. SKBr3 shHIF-2 ve shHIF-3
hipoksi uygulanmis gruplarda normoksiye kiyasla istatistiksel agidan onemli 6lgiide
TRIM29 mRNA ekspresyonu artisi tespit edilmistir (p < 0,05). SKBr3 shHIF-2 ve
shHIF-3 hipoksi uygulanmig gruplarda istatistiksel acidan 6nemli olmayacak kadar
HIF-1o mRNA ekspresyonu artigi belirlenmistir (p > 0,05). Aymi gruplarda CAIX
MRNA ekspresyonunda istatistiksel a¢idan 6nemli bir degisim gozlenmemistir (p >
0,05). MDA-MB-468 shHIF-2 ve shHIF-3 hipoksi uygulanmis gruplarda normoksiye
kiyasla istatistiksel agidan Onemli Olglide TRIM29 mRNA ekspresyon artisi tespit
edilmistir (p < 0,05). MDA-MB-468 shHIF-2 ve shHIF-3 hipoksi uygulanmis gruplarda
istatistiksel agidan Onemli olmayacak kadar HIF-lo mRNA ekspresyonu artist
belirlenmistir (p > 0,05). MDA-MB-468 shHIF-2 ve shHIF-3 hipoksi uygulanmis
gruplarda istatistiksel agidan dnemli olmayacak kadar CAIX mRNA ekspresyonu artisi
belirlenmistir (p > 0,05) (Sekil 4.66 ve 4.67).
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Sekil 4.68. SKBr3 ve MDA-MB-468 HIF-10 inaktif hiicrelerinde hipoksi uygulamasi
sonrast, normoksi durumuna kiyasla TRIM29 protein ekspresyonu
degisimini gosteren western blot sonuglari ve bant sinyali degigimi

SKBr3 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde TRIM29 protein ekspresyonu kontrol
grubu hipoksik uygulamasi sonrasi, normoksik duruma kiyasla artmigtir. Hem SKBr3
hem de MDA-MB-468 shHIF-2 ve shHIF-3 gruplarinda hipoksik uygulama sonrasi,
normoksiye kiyasla kiigiik miktarda TRIM29 protein ekspresyonu artig1 gézlenmistir.
Photoshop programiyla yapilan bant biiyiikliigli analizi sonucu elde edilen bant
kiyaslamalar Sekil 4.68’de verilmistir.

4.6.4. HIF-1a inaktif SKBr3 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde hipoksik kosullarda
TRIMZ29 reporter aktivitesi

HIF-1a inaktivasyonu saglanmis SKBr3 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde

TRIM29 reporter plazmidi araciligi ile bu genin reporter aktivitesi tayin edildi. Hipoksi
icin “Hip”, normoksi i¢in ise “Nor” kisaltmalar1 kullanilmisgtir.
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SKBr3 HIF-1e inaktivasyonu normoksi-hipoksi
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Sekil 4.69. SKBr3 HIF-1a inaktif hiicrelerde hipoksi uygulamasi sonrasi normoksiye
kiyasla TRIM29 reporter aktivitesi degisimi
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Rolatif TRIM29 reporter aktivitesi

Sekil 4.70. MDA-MB-468 HIF-1a inaktif hiicrelerde hipoksi uygulamasi sonrasi
normoksiye kiyasla TRIM29 reporter aktivitesi degisimi

TRIM29 reporter aktivitesi i¢in yapilan deney goOstermistir ki hipoksik
kosullarda TRIM29 reporter aktivitesi normoksik kosullara gore artmistir. Bu artig
SKBr3 hiicreleri i¢in 2 kattan fazla olmustur, MDA-MB-468 hiicreleri i¢in ise bu artis
1,8 kat olarak gerceklesmistir. Her iki hiicre grubu ic¢in shHIF gruplarinda normoksi
durumunda TRIM29 reporter aktivitesi azalmistir. Bu azalis SKBr3 hiicreleri i¢in
yaklagik %60, MDA-MB-468 hiicreleri i¢in %50 olarak gerceklesmistir. Meydana gelen
bu degisimler istatistiksel agidan 6nemlidir (p <. 0,001) Hipoksiye maruz birakilan shHIF
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gruplarinin TRIM29 reporter aktivitesinde istatistiksel agidan Onemli bir degisim
gbzlenmemistir (p > 0,05) (Sekil 4.69 ve 4.70).

4.7. Hipoksik TRIM29 Ekspresyon Artisinin Transkripsiyonel ve Translasyonel
Testi

Hipoksik TRIM29 ekspresyonunun transkripsiyonel mi yoksa translasyonel
olarak m1 kontroliiniin gergeklestigini anlamak i¢in SKBr3 ve MDA-MB-468 hiicreleri
Aktinomisin D ve Siklohekzimid uygulamasi yapilip daha sonra %1 O, 37°C’de 18
saat boyunca hipoksi tankinda inkiibe edilmistir. Daha sonra western blot analizi ile
HIF-1a ve TRIM protein ekspresyonu degisimleri analiz edildi.

Kontrol Siklohekzimid  Aktinomisin D
N H N H N H
| 291 1 0.97 | 1

66kD o @D WD Suun WP e TR\
120kDa *  (quu— e Hr-lo
|

1 1 1 1 1
2kD: 4D D . - S -Aktin
SKBr3

Sekil 4.71. SKBr3 hiicrelerinde Siklohekzimid ve Aktinomisin D uygulamasi sonrasi
uygulanan hipoksinin, normoksi durumuna kiyasla TRIM29 ve HIF-1a
protein ekspresyonunu nasil etkiledigini gosteren western blot sonuglari ve
bant sinyali degisimi
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Sekil 4.72. MDA-MB-468 hiicrelerinde Siklohekzimid ve Aktinomisin D uygulamasi
sonrast uygulanan hipoksinin, normoksi durumuna kiyasla TRIM29 ve HIF-
la protein ekspresyonunu nasil etkiledigini gosteren western blot sonuglari
ve bant sinyali degisimi

Siklohekzimid bir protein sentezi inhibitoriidiir ve Aktinomisin D ise mMRNA
sentezi inhibitorli olarak deneysel calismalarda kullanilir. Sekil 4.71 ve 72 incelendigi
zaman Siklohekzimid uygulamasi sonrasi, hipoksik kosullarda kiiltiire edilmis SKBr3
ve MDA-MB-468 hiicrelerinde herhangi bir HIF-la protein  ekspresyonu
belirlenememistir. Aktinomisin D uygulamasi ise HIF-1a protein ekspresyonuna her iki
hiicre grubu icinde herhangi bir etki yapmamistir. Hipoksi uygulamasi sonrasi
normoksiye kiyasla TRIM29 protein ekspresyonu artisi tekrar belirlenmistir. Ancak
hem Siklohekzimid hem de Aktinomisin D uygulanmis ve hipoksiye maruz birakilmig
SKBr3 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde TRIM29 protein ekspresyonunda herhangi bir
degisim gozlenmemistir. Photoshop programiyla yapilan bant biiyiikliigii analizi sonucu
elde edilen bant kiyaslamalar1 Sekil 4.71 ve 4.72°de verilmistir.

4.8. TRIM29 ve TWIST1 Baglantisi
4.8.1. TRIM29 inaktivasyonunun TWIST1 iizerine etkisi

ATM ve HIF-1a inaktivasyonu sonucu, TRIM29 ekspresyonunun azalmasi bunu
takiben TWIST1 ekspresyonunun arttiginin anlagilmasi tizerine bu baglantida dogrudan
TRIM29 inaktivasyonunun TWIST1 {izerine nasil etki yapacagini arastirdik. Bunun i¢in
5 adet TRIM29 shRNA plazmidi kullanildi. Bunlardan en iyi inaktivasyon saglanan iki
tanesi kullanildi ve ShTRIM29-1 ve shTRIM29-2 olarak isimlendirildi. SKBr3, MDA-
MB-468 ve HMEC hiicrelerinde TRIM29 inaktivasyonu sonrast TRIM29 ve TWIST1
degisimi RT-PCR, es zamanli qRT-PCR ve western blot ile analiz edildi. Rekombinant
olarak uyarilmig TRIM29 ve TWIST1 protein artiglarmin iki gen {izerine etkisini
arastirmak i¢in SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicreleri, HA-TRIM29 ve Myc-
TWIST1 igeren plazmidler ile transfekte edildi. Protein ve mRNA miktar1 degisimleri
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analiz edildi. TRIM29 inaktivasyonu islemi uygulanan hiicrelerdeki gdzlenen
morfolojik degisimleri analiz etmek i¢in mezenkimal ve epiteliyal belirteglerin
ekspresyon degisimi es zamanli qRT-PCR ile analiz edildi. TRIM29 inaktive edilmis
hiicrelerde TWISTL1 reporter aktivitesi, reporter assay testi ile analiz edildi. RT-PCR
icin GAPDH, es zamanli qRT-PCR igin Aktin ve western blot i¢in a-Aktin kontrol
olarak kullanilmistir.

MDA-MB-468

Sekil 4.73. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde TRIM29 inaktivasyonunu
takiben TWIST1 mRNA ekspresyon degisim miktarlarini gésteren RT-PCR
sonugclari

Sekil 4.73 incelendigi zaman TRIM29 inaktivasyonu saglanan SKBr3, MDA-
MB-468 ve HMEC hiicre gruplarinda TWISTI mRNA ekspresyonunun arttigi
goriilmektedir. En iyi inaktivasyon biitiin hiicre gruplari i¢in shTRIM29-2 plazmidi ile
saglanmustir.

SKBr3 TRIM29 inaktivasyonu
3,5

=8 3
D
)
225
% 2
u TRIM29
E 15
= mTWIST1
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= 1
&
0,5 -
N v > > v
& & & & & &
& %«‘9 %«‘9 & %«‘9 %«‘9

Sekil 4.74. SKBr3 hiicrelerinde TRIM29 inaktivasyonunu takiben TRIM29 ve TWIST1
MRNA ekspresyonu degisim miktarlarin1 gosteren es zamanli qRT-PCR
sonuglari
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MDA-MB-468 TRIM29 inaktivasyonu
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Rolatif mRNA diizeyi

Sekil 4.75. MDA-MB-468 hiicrelerinde TRIM29 inaktivasyonunu takiben TRIM29 ve
TWIST1 mRNA ekspresyonu degisim miktarlarini gosteren es zamanli
gRT-PCR sonuglari

HMEC TRIM29 inaktivasyonu
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Sekil 4.76. HMEC hiicrelerinde TRIM29 inaktivasyonunu takiben TRIM29 ve TWIST1
MRNA ekspresyonu degisim miktarlarin1 gosteren es zamanli qRT-PCR
sonugclari

Es zamanli qRT-PCR grafikleri incelendigi zaman, RT-PCR sonuglar ile es
zamanli qRT-PCR  sonuglarinin  uyumlu oldugu  goriilmektedir. TRIM29
inaktivasyonunu takiben TWIST1 mRNA ekspresyonu artmistir. TWIST1I mRNA
ekspresyonu artisi SKBr3 igin ortalama 3 kat, MDA-MB-468 hiicreleri i¢in 5 kat ve
HMEC hiicreleri i¢in 2 kattan fazla olarak belirlenmistir. Biitiin degisimler istatistiksel
acidan 6nemlidir (p < 0,001) (Sekil 4.74, 4.75 ve 4.76).
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Sekil 4.77. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC TRIM29 inaktivasyonu sonrasi hedef
protein ekspresyonu degisimini gdsteren western blot sonuglart ve bant
sinyali degisimi

Western blot sonuglar1 RT-PCR ve es zamanli qRT-PCR sonuglart ile
uyumludur. TRIM29 inaktivasyonunu takiben TRIM29 protein miktar1 azalmis ve
TWIST1 protein ekspresyonu artmistir. Photoshop programiyla yapilan bant biyiikligii
analizi sonucu elde edilen bant kiyaslamalar1 Sekil 4.77’de verilmistir.

TRIM29 inaktivasyonu
- 12
g
Z 10
<
<
5 8
k
? 6 - = TWIST1
=
[22] 4
==}
=
= 2 -
=
N o 3 % > %
S & S & S N4
& & &
R A
SKBr3 MDA-MB-468 HMEC

Sekil 4.78. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC TRIM29 inaktif hiicrelerde TWIST1
reporter aktivitesi

Sekil 4.78 incelendigi zaman TRIM?29 inaktif biitiin hiicrelerde TWIST1 reporter
aktivitesinin arttig1 goriilmektedir. Bu artis SKBr3 hiicreleri i¢in 2,3 kat, MDA-MB-468
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hiicreleri igin 1,6 kat ve HMEC hiicreleri i¢in 1,6 kat olarak belirlenmistir. Meydana
gelen biitiin degisikliler istatistiksel agidan 6nemlidir (p < 0,001).

4.8.2. TWIST1 inaktivasyonunun TRIM29 iizerine etkisi

TRIM29 inaktivasyonunun TWIST1 ekspresyonunun pozitif yonde etkiledigini
anladiktan sonra, TWIST1 inaktivasyonunun TRIM?29 {izerine nasil bir etki yapacagini
arastirmak istedik. Bunun i¢in kimyasal olarak sentezlenen siRNA’lar kullanildi.
TWIST1 inaktivasyonundan sonra TWIST1 ve TRIM29 ekspresyonu degisimleri es
zamanli qRT-PCR ve western blot analizleri ile test edildi. Es zamanli gqRT-PCR i¢in
GAPDH ve western blot i¢in a-Aktin kontrol olarak kullanildi.

TWISTL1 inaktivasyonu

ETWIST1
= TRIM29

Rolatif mRNA diizeyi
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Sekil 4.79. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde TWIST1 inaktivasyonunu
takiben TWIST1 ve TRIM29 mRNA ekspresyon degisim miktarlarini
gosteren es zamanli qRT-PCR sonuglari

Es zamanli qRT-PCR sonuglart siTWISTI’in ¢ok yiiksek oranda TWISTI
inaktivasyonu gergeklestirdigini gostermektedir. TWIST1 mRNA ekspresyonundaki
azalmayi takiben TRIM29 mRNA ekspresyonu artmaktadir. Bu artis SKBr3 hiicreleri
icin yaklasik 4 kat, MDA-MB-468 hiicreleri i¢in 2,5 kat ve HMEC hiicreleri i¢in 3 kat
olarak gozlenmistir. Meydana gelen biitiin degisiklikler istatistiksel agidan dnemlidir (p
< 0,001) (Sekil 4.79).
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Sekil 4.80. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde TWIST1 inaktivasyonu
sonrast TRIM29 protein ekspresyonu degisimini gosteren western blot
sonuclar1 ve bant sinyali degisimi

Western blot sonuclar1 es zamanli qRT-PCR sonuglari ile uyumludur. TWIST1
inaktivasyonunu takiben TWIST1 protein miktar1 azalmis ve TRIM29 protein
ekspresyonu artmistir. Degisen protein bant biiytikliikleri, Photoshop ile analiz edilerek,
degerler Sekil 4.80°de verilmistir.

4.8.3. Rekombinant protein ekspresyonunun TRIM29 ve TWIST1 iizerine etkisi

SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde uyarilmis HA-TRIM29 protein
artisinin TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonu {iizerine etkisini arastirdik. Ayni
zamanda SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde uyarilmis Myc-TWIST1
ekspresyonunun TRIM29 mRNA ve protein ekspresyonu lizerine etkisini arastirdik. Es
zamanli qRT-PCR i¢in GAPDH ve western blot i¢in a-Aktin kontrol olarak kullanildi.
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Rekombinant HA-TRIMZ29 aktivasyonu
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Sekil 4.81. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde rekombinant HA-TRIM29
protein ekspresyonunu takiben TWIST1 mRNA ekspresyonu degisim
miktarlarimi gosteren es zamanli qRT-PCR sonuglari

HA-TRIM29 protein miktarinin artist  TWIST1I mRNA ekspresyonunu
azaltmisgtir. TWIST1 mRNA ekspresyonu biitiin hiicre gruplarinda %50’den daha fazla

dismiistiir (Sekil 4.81). Meydana gelen degisimler istatistiksel agidan 6nemlidir (p <
0,001).
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Sekil 4.82. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde rekombinant HA-TRIM29
protein ekspresyonunu takiben TWIST1 protein ekspresyonu degisimini
gosteren western blot sonuglar1 ve bant sinyali degisimi
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Hiicreler normal kosullarda HA-TRIM29 icermezler. HA-TRIM29 iceren
plazmid ile transfekte edilen hiicreler bu proteini eksprese ederler. Sekil 4.82
incelendigi zaman biitiin hiicrelerde, HA-TRIMZ29 ile transfekte edildikten sonra bu
proteinin ekspresyonunun arttigi goriilmektedir. HA-TRIM29 artisin1 takiben TWIST1
protein ekspresyonunu azalmistir. Photoshop programiyla yapilan bant biiyiikligi
analizi sonucu elde edilen bant kiyaslamalar1 Sekil 4.82’de verilmistir.
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Sekil 4.83. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde rekombinant Myc-TWIST1
protein ekspresyonunu takiben TRIM29 mRNA ekspresyonu degisim
miktarlarini gosteren es zamanli qRT-PCR sonuglari

Rekombinant Myc-TWIST1 protein ekspresyonu artisi TRIM29 mRNA
ekspresyonunu azaltmistir. Biitiin hiicrelerde %50’den fazla oranda azalma elde
edilmigtir (Sekil 4.83). Meydana gelen degisimler istatistiksel agidan onemlidir (p <
0,001).
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Sekil 4.84. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde rekombinant Myc-TWIST1
protein ekspresyonunu takiben TRIM29 protein ekspresyonu degisimini
gdsteren western blot sonuclar1 ve bant sinyali degisimi

Hiicreler normal kosullarda Myc-TWIST1 icermezler. Myc-TWIST1 iceren
plazmid ile transfekte edilen hiicreler bu proteini eksprese ederler. Sekil 4.84
incelendigi zaman biitiin hiicrelerde, Myc-TWISTL1 ile transfekte edildikten sonra bu
proteinin ekspresyonunun arttigi goriilmektedir. Myc-TWIST1 artigin1 takiben TRIM29
protein ekspresyonu azalmistir. Photoshop programiyla yapilan bant biiyiikliigii analizi
sonucu elde edilen bant kiyaslamalar1 Sekil 4.84’te verilmistir.

4.8.4. Epiteliyal-Mezenkimal belirteclerin TRIM29 inaktif hiicrelerde degisimi
N-kaderin ve Vimentin mezenkimal hiicre belirteci, E-kaderin ve EpCAM ise
epiteliyal hiicre belirtegleridir. TRIM29 inaktivasyonu saglanan SKBr3, MDA-MB-468

ve HMEC hiicrelerinde bu genlerin ekspresyon degisimi diizeyleri es zamanli qRT-PCR
ile analiz edilmistir. Es zamanli QRT-PCR i¢in GAPDH kontrol olarak kullanilmistir.
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Sekil 4.85. SKBr3 hiicrelerinde TRIM29 inaktivasyonu sonrasi hedef genlere ait mRNA

ekspresyon degisim miktarlarini gésteren es zamanli qRT-PCR sonuglari

SKBr3 TRIM29 inaktivasyonu saglanmis hiicrelerde ve kontrol grubunda

herhangi

bir E-kaderin ekspresyonu belirlenememistir. Vimentin mMRNA ekspresyonu

shTRIM29 gruplarinda kontrol grubuna kiyasla ortalama 3 kat artmistir. N-kaderin
MRNA ekspresyonu shTRIM29 gruplarinda kontrol grubuna kiyasla ortalama 4,3 kat
artis gostermistir. EDCAM MRNA ekspresyonu ise her iki shTRIM29 grubu i¢in
yaklagik %70 oraninda azalmistir (Sekil 4.85). Biitliin degisimler istatistiksel agidan
onemlidir (p < 0,001).
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Sekil 4.86. MDA-MB-468 hiicrelerinde TRIM29 inaktivasyonu sonrasi hedef genlere

ait mRNA ekspresyon degisim miktarlarin1 gosteren es zamanli qRT-PCR
sonugclari
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MDA-MB-468 TRIM29 inaktivasyonu saglanmis hiicrelerde ve kontrol
grubunda herhangi bir N-kaderin mRNA ekspresyonu belirlenememistir. Vimentin
ekspresyonu shTRIMZ29 gruplarinda kontrol grubuna gére ortalama 2,5 kat artmistir. E-
kaderin mRNA ekspresyonu, shTRIM29 gruplarinda kontrol grubuna kiyasla ortalama
% 68 azalmistir. EpCAM mRNA ekspresyonu ise her iki shTRIM29 grubu igin %65°ten
daha fazla oraninda azalmistir (Sekil 4.86). Biitiin degisimler istatistiksel agidan
onemlidir (p <0,001).

HMEC TRIM29 inaktivasyonu
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Sekil 4.87. HMEC hiicrelerinde TRIM29 inaktivasyonu sonrast hedef genlere ait
mRNA ekspresyon degisim miktarlarin1 gosteren es zamanli qRT-PCR
sonuglari

HMEC TRIM29 inaktivasyonu saglanmis hiicrelerde Vimentin mMRNA
ekspresyonu shTRIM29 gruplarinda kontrol grubuna kiyasla ortalama 2,2 kat artmistir.
N-kaderin  mRNA ekspresyonu shTRIM29 gruplarinda kontrol grubuna kiyasla
ortalama yaklasik 2 kat artig gostermistir. EpCAM ve E-kaderin mRNA ekspresyonlari
ise %50’den daha fazla azalmistir (Sekil 4.87). Biitiin degisimler istatistiksel agidan
onemlidir (p <0,001).

4.8.5. TRIM29’un hipoksik TWIST1 ekspresyonuna etkisi

TWIST1 ve TRIM29 arasindaki antagonist iliskinin bilinmesi ve hipoksi
kosullar1 altinda literatiirde belirtilenin aksine TWIST1 ekspresyonunun degismemesi
tizerine, TRIM29’un bu durumdaki etkisini arastirmak istedik. Bu sebeple SKBr3
TRIM29 knockdown hiicreleri ve Crispr mutasyon plazmidi kullanilarak elde edilen
SKBr3 TRIM29 mutasyonlu hiicreler hipoksiye maruz birakilarak TWIST1
ekspresyonu degisimi es zamanli qRT-PCR ve western blot ile analiz edildi. Kontrol
olarak TRIM29 degisimi es zamanli qRT-PCR ve western blot ile analiz edildi. Es
zamanlt qRT-PCR i¢in Aktin ve western blot i¢in ise a-Aktin kontrol olarak kullanildi.
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Sekil 4.88. TRIM29 inaktivasyonu saglanmis SKBr3 hiicrelerinde hipoksi uygulamasi
sonrasi TRIM29 mRNA ekspresyonu degisim miktarlarin1 gosteren es
zamanli qRT-PCR sonuglari

Onceden belirtildigi gibi bu grafikte de goriilmektedir ki kontrol grubunda
normal kosullara kiyasla hipoksik kosullar altinda TRIM29 mRNA ekspresyonu
artmaktadir. Bu grafikte de kontrol grubuna kiyasla hipoksi uygulamasi sonrasi
TRIM29 mRNA ekspresyonu diizeyi 3,8 kat artmistir (p < 0,001). Hem Crispr hem de
shTRIM29 gruplarinda yiliksek oranda TRIM29 inaktivasyonu goriilmektedir. Bu
gruplarin  hipoksi uygulamasi sonrast TRIM29 mRNA ekspresyonu seviyelerinde
istatistiksel acidan dnemli bir degisim gézlenmemistir (p > 0,05) (Sekil 4.88).

SKBr3 TRIM inaktivasyonu + hipoksi

45

Rolatif TWIST1 mRNA diizeyi

Sekil 4.89. TRIM29 inaktivasyonu saglanmig SKBr3 hiicrelerinde hipoksi uygulamasi
sonrast TWIST1 mRNA ekspresyonu degisim miktarlarin1 gosteren es
zamanli qRT-PCR sonuglar1
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Grafik incelendigi zaman kontrol gruplar1 i¢in TWIST1 mRNA ekspresyonunda
normoksi ve hipoksi durumlari arasinda bir fark olmadigi goriilmektedir. TRIM29
inaktivasyonu sonrasi ise hem Crispr grubunda hem de shTRIM29 grubunda normoksi
icin TWIST1 mRNA ekspresyonu artmistir. Bu iki gruba hipoksi uygulamasi sonrasi
TWIST1 mRNA ekspresyonu normoksi kosullarina gore istatistiksel a¢idan Onemli
Olciide (p < 0,001) artmugtir (Sekil 4.89).
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Sekil 4.90. SKBr3 Crispr ve shTRIM29 gruplarinda TRIM29 protein ekspresyonunu
gdsteren western blot sonuclar1 ve bant sinyali degisimi
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Sekil 4.91. TRIM29 inaktivasyonu saglanmis SKBr3 hiicrelerinde hipoksi uygulamasi
sonrast TWIST1 protein ekspresyonu degisim miktarlarini gosteren western
blot sonuglar1 ve bant sinyali degisimi

Sekil 4.90 incelendigi zaman yiiksek oranda TRIM29 inaktivasyonu saglandigi
goriilmektedir. Kontrol gruplarinda normoksi durumunda TWIST1 ekspresyonu
gozlenmemistir. TRIM29 inaktivasyonu sonrast TWIST1 protein ekspresyonu artmustir.
Ayrica TRIM29 inaktif gruplara uygulanan hipoksi, TWIST1 seviyesini ekstra olarak
arttirmistir. Photoshop programi ile elde edilen western blot bant kiyaslamalar1 Sekil
4.91°de verilmistir.
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4.9. Gen Inaktivasyonu Sonrasi Hiicrelerin Biiyiime Oranlar1 Degisimleri

Gen inaktivasyonu saglanmis ATM, HIF-1a ve TRIM29 SKBr3, MDA-MB-468
ve HMEC hiicreleri i¢in hiicre biiyiime oranlar1 MTT analizi ile test edildi.
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Sekil 4.92. ATM inaktivasyonu saglanan hiicrelerde biiylime oran1 degisimini gosteren
MTT sonuglari
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Sekil 4.93. HIF-1a inaktivasyonu saglanan hiicrelerde biiyiime orami degisimini
gosteren MTT sonuglari
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Sekil 4.94. TRIM29 inaktivasyonu saglanan hiicrelerde biiylime orani degisimini
gosteren MTT sonuglari

Her hiicre grubu i¢in en iyi inaktivasyon saglanan shRNA grubu i¢in MTT testi
yaptlmistir.  SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde ATM ve HIF-1a
inaktivasyonu sonrasi hiicrelerin biliylime oranlari istatistiksel agidan 6nemli oranda (p <
0,001) diigmiistiir. ATM inaktivasyonu saglanan SKBr3 hiicrelerinde biiyiime oran1 2,8
kat, MDA-MB-468 hiicrelerinde 2,3 kat, HMEC hiicrelerinde 1,5 kat azalmistir (Sekil
4.92). HIF-1o inaktivasyonu saglanan SKBr3 hiicrelerinde hiicre biiyiime orani 3,1 kat,
MDA-MB-468 hiicrelerinde 5 kat, HMEC hiicrelerinde ise 4,5 kat azalmistir (Sekil
4.93). TRIM29 inaktivasyonu saglanan hiicrelerde ise hiicre bilyiime oranlar1 artmistir.
TRIM29 inaktivasyonu saglanan SKBr3 hiicrelerinde hiicre biliylime orani 1,6 kat,
MDA-MB-468 hiicrelerinde 1,6 kat ve HMEC hiicrelerinde 1,5 kat artmistir (Sekil
4.94).

4.10. ATM, TRIM29 ve TWIST1 Ekspresyonu Diizeylerinin Meme Kanserli
Hastalarin Omiir Uzunluguna Olan Etkisi

Bu analizi yapmak i¢in online olarak hizmet veren Kaplan Meier Plotter internet
sitesindeki veriler kullanildi. Bu internet sitesi meme kanserli ve diger bazi kanser
tiirlerine sahip bireylere ait farkli genlerin ifade diizeyleri ve bireylerin yasam siirelerine
ait verileri igcermektedir. Analiz gerceklestirilirken her gene ait en iyi sonug veren prob
tizerinden veriler degerlendirilmistir. Elde edilen grafik verileri bu veri bankasi
tarafindan olusturulmustur. Meme kanserli bireylerde ATM, TRIM29 ve TWIST1
genine ait problar kullanilarak, bu genlerin ekspresyon diizeyi degisimlerinin meme
kanseri hastalarinin yasam siiresini nasil etkiledigini gosteren grafikler elde edildi
(Kaplan Meier 2015).
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Sekil 4.95. Meme kanseri hastalarinda ATM ekspresyonu degisiminin dmiir uzunluguna
etkisini gosteren grafik

Sekil 4.95’te verilen grafik incelendiginde elde edilen verilerin istatistiksel
agidan 6nemli oldugu goriilmektedir (p <001). Veriler meme kanseri hastalarinda ATM
ekspresyonunun miktar1 azaldik¢a yasam siiresinin de kisaldigini1 gostermektedir.
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Sekil 4.96. Meme kanseri hastalarinda TRIM29 ekspresyonu degisiminin Omiir
uzunluguna etkisini gosteren grafik

Sekil 4.96°da verilen grafik incelendiginde elde edilen verilerin istatistiksel
acidan onemli oldugu goriilmektedir (p < 0,01). Veriler meme kanseri hastalarinda
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TRIM29 ekspresyonunun miktar1 azaldik¢a yasam siiresinin  de kisaldigim
gostermektedir.

S i HR = 0.87 (0.77 — 0.99)

TWIST1 logrank P = 0.036
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Sekil 4.97. Meme kanseri hastalarinda TWIST1 ekspresyonu degisiminin Omiir
uzunluguna etkisini gosteren grafik

Sekil 4.97°de verilen grafik incelendiginde elde edilen verilerin istatistiksel
acidan onemli oldugu goriilmektedir (p < 0,05). Veriler meme kanseri hastalarinda
TWISTI1 ekspresyonunun miktar1 azaldik¢a yasam siiresinin arttigin1 gostermektedir.
Artmig TWIST1 ekspresyonu meme kanseri hastalar1 i¢in daha kisa yasam siiresini
ifade etmektedir.
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5. TARTISMA

ATM proteininin hiicresel stres olaylar1 boyunca olusan DNA hasar tamiri
mekanizmasindaki rolii bilinmektedir. Ataksi-Telanjiektazili hastalarda ATM proteininin
mutasyona ugradig1 ve bu bireylerde meme kanseri olusum riskinin daha yiiksek oldugu
yapilan ¢aligmalar ile ortaya koyulmustur (Ahmed ve Rahman 2006). Bu sebeple ATM
timor baskilayict bir gen olarak kabul géormektedir. Ancak ATM proteininin meme
kanseri olusum mekanizmasi lizerindeki rolii tam olarak bilinmemektedir. ATM birgok
farkl1 protein ile iliskiye gecip ¢ok farkli hiicresel yanit mekanizmasinin olusumunda rol
alir. TRIM29 ise TRIM ailesi iiyesi olup bir¢ok kanser tiirtinde farkli ekspresyon profili
cizmektedir (Hatakeyama 2011). Yaptigimiz c¢alismalar neticesinde TRIM29’un BT-
549, MDA-MB-231, MCF-7, MDA-MB-435 ve T47-D meme kanseri hiicrelerinde
ekspresyonuna rastlanmamigtir. Aksine SKBr3, MDA-MB-468 meme kanseri
hiicrelerinde yiiksek oranda TRIM29 ekspresyonu belirlendi. Ayrica insan meme epiteli
hiicre grubu HMEC ve malign olmayan MCF-10A hiicrelerinde ise SKBr3 ve MDA-
MB-468’¢ kiyasla daha diisilk oranda TRIM29 ekspresyonu belirlenmistir (Bkz. Sekil
4.1,4.2ve 4.3).

DNA metilasyonu, malignite siirecinde bir¢cok tiimor baskilayici genin
baskilanmasin1 saglayan bir epigenetik degisimdir. Kanserli hiicrelerde bir¢ok gen
metilasyona ugramistir (Baylin 2005). TRIM29 ekspresyonuna sahip olmayan MDA-
MB-231 ve BT-549 meme kanseri hiicrelerine bir DNA metil transferaz inhibitorii olan
5-aza-2’-deoksisitidin ile 3 ve 5 giin boyunca uygulandiktan sonra bu hiicrelerde
TRIM29 mRNA ve protein ekspresyonunun arttigi belirlenmistir.  TRIM29
ekspresyonuna sahip olan SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde ise 5-aza-2’-
deoksisitidin uygulamasi sonrast TRIM29 mRNA ve protein ekspresyonunda énemli bir
degisim gozlenmemistir (Bkz. Sekil 4.4, 4.5 ve 4.6). Bu sebeple TRIM29’un BT-549,
MDA-MB-231, MCF-7, MDA-MB-435 ve T47-D meme kanseri hiicrelerinde
metilasyona ugradigini ve epigenetik olarak susturuldugunu belirlemis olduk.

Hosoi vd (2006) ilk defa TRIM29’un baskilanmasinin malign fenotip ile iligkili
oldugunu bildirmistir. Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar, TRIM29’un meme
kanseri i¢in tiimdr baskilayici bir protein olabilecegini gostermektedir. Bu nedenle diger
bir tiimor baskilayici protein olan ATM’nin TRIM29 geni ekspresyonu iizerindeki
kontrol mekanizmasminin arastirilmas1 gerekmekteydi. Diger onemli bir nokta ise,
TWIST1 onkogenik proteininin meme kanserindeki ekspresyonunun artmasiydi. Bu
durumun ATM ve TRIM29 azalis1 ile baglantili olacagimi diistinerek, TWIST1
ekspresyonunun ATM ve TRIM29 ile iligkisi ¢alismamizda arastirildi. Meme kanseri
hiicrelerinde azalan TRIM29 ve artmis TWIST1 ekspresyonu kontroliiniin ATM ile olan
iligkisinin ortaya cikarilmasi ATM’nin meme kanseri olusum mekanizmasindaki
rolliniin anlagilmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir.

Wang vd (2014) tarafindan yapilan calismada TRIM29 ekspresyonunun
pankreas kanserinde asir1 ifade edildigi ve TRIM29 ekspresyon artisinin ATM aracili
olarak gergeklestigini bildirmislerdir. Literatiirde ATM-TWIST1 baglantisi ile ilgili bir
veri bulunmamaktadir. Calismamizda SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde
ATM inaktivasyonunu takiben TRIM29 mRNA ve protein ekspresyonunun azaldigini,
TWISTI mRNA ve protein ekspresyonunun ise arttigini belirledik (Bkz. Sekil 4.7, 4.8,
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4.9, 4.10, 4.11, 4.12, 4.,13, 4.14. ve 4.15). Bu veriler dogrultusunda TRIM29 bazal
mMRNA ve protein ekspresyonunun meme kanseri ve meme epiteli hiicrelerinde ATM
bagimli oldugunu ortaya koymus olduk. TRIM29 eksprese eden hiicrelerde, ATM
inaktivasyonunun bir onkogen olan TWIST1 ekspresyonunu arttirdigini gézlemledik.
Bu caligma ile ilk defa ATM-TWIST1 baglantisini ortaya koymus olduk.

TWIST1 ekspresyonunun ATM inaktif ve TRIM29 ekspresyonuna sahip
hiicrelerde artmasi {izerine bu durumun TRIM29 ekspresyonuna sahip olmayan hiicreler
icin nasil oldugunu arastirmak istedik. TRIM29 eksprese etmeyen MDA-MB-231
hiicrelerinde ATM inaktivasyonu saglandi ve TWIST1 ekspresyonu degisimi analiz
edildi. TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonunun MDA-MB-231 ATM inaktivasyonu
saglanmis hiicrelerde istatistiksel acidan Onemli herhangi bir degisime ugramadigi
bulundu (Bkz. Sekil 4.16, 4.17 ve 4.18). Bu durum kanimizca, TWIST1
ekspresyonunun dogrudan ATM ile degil, ATM tarafindan aktive edilen TRIM29
ekspresyonuna bagli olarak kontrol edilmesiyle aciklanabilir. MDA-MB-231
hiicrelerinde ATM inaktivasyonu sonrast TWISTI mRNA ve protein ekspresyonunun
degismemesi ise bu hiicrelerde TWIST1 ekspresyonu tizerinde dogrudan ATM-HIF-1a
baglantisinin etkisi diginda, farkli bir yolak ile TWIST1 ekspresyonunun diizenleniyor
olabilecegini gostermektedir. Bu konunun ayrica arastirilmasi gerekmektedir.

Pandita vd (2000) yaptiklari ¢alismada ATM proteininin iyonize radyasyon
sonucu aktive oldugunu gostermislerdir. Sho vd (2011) TRIM29 ekspresyonunun UV
radyasyon sonrasi arttigini gostermislerdir. Wang vd (2014) TRIM29 proteininin
iyonize radyasyon sonucu ekspresyonunun arttigin1 ve pankreas kanseri hiicrelerinin
iyonize radyasyona karst diren¢ olusturmasinda onemli oldugunu gdstermislerdir. Bu
sebeple calismamizda TRIM29 ekspresyonuna sahip SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC
hiicrelerine iyonize radyasyon uygulanarak TRIM29 degisimi analiz edilmistir. Ancak
TRIM29 mRNA ve protein ekspresyonunda iyonize radyasyon uygulamasi sonrasi
herhangi bir degisim gozlenmemistir (Bkz. Sekil 4.19 ve 4.20). Bu sonuglar
TRIM29’un meme kanseri ve meme epiteli hiicreleri i¢in iyonize radyasyonun etkisi ile
degisime ugramadigini gostermistir. Sonug¢ olarak, bu durum TRIM29’un kanserin
koken aldig1 dokuya gore farkli gorev iistlenmesiyle ya da iyonize radyasyonun ATM
protein miktarin1 degistirmeden ATM’nin aktif hale gelmesini saglamasiyla
aciklanabilir.

Veriler 1giginda diger onemli nokta ise, ATM protein kinazin TRIM29
ekspresyonunu hangi transkripsiyon faktorii araciligi ile yaptiginin anlagilmasidir. Bu
amagla calismamizda ATM tarafindan aktive edilen HIF-1o ve NF-xB transkripsiyon
faktorlerinin TRIM29 ekspresyonu iizerine etkisini arastirdik. ATM proteininin NF-xB
kontrolii ile ilgili bircok calisma sunulmustur. ATM proteininin HIF-1a tizerindeki
etkisi ise iki farkli ¢alismada farkli sonuglar halinde sunulmustur: Ousset vd (2010)
ATM inaktivasyonunun HIF-1a aktivasyonunu hipoksik kosullarda arttirdigini, Cam vd
(2010) ise ATM proteininin HIF-1a ekspresyonu igin gerekli oldugunu belirtmislerdir.
Calismamizda ATM inaktivasyonu sagladigimiz SKBr3, MDA-MB-468, HMEC ve
MDA-MB-231 hiicrelerinde bazal HIF-1a. MRNA ekspresyonunun azaldigini saptadik
(Bkz. Sekil 4.7, 4.8, 4.10, 4.11, 4.13, 4.14, 4.16 ve 4.17). Bu nedenle ¢alismamizin
sonuglari literatiirdeki bu ikilemin diizeltilmesine katki saglayacaktir. NF-xB ve HIF-1a
baglantisin1 gdsteren bircok calisma bulunmaktadir. Oysa, HIF-1o ve NF-xB’nin
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TRIM29 ile baglantisin1 gosteren bir ¢alismaya rastlanmamustir. Tang vd (2013)
TRIM29 inaktivasyonunun NF-xB aktivasyonunu azalttigimi gostermislerdir. Ancak
NF-xB transkripsiyonunun TRIM29 ekspresyonu iizerine etkisinden bahsedilmemistir.
Bu etkiyi incelemek icin oncelikle NF-xB inaktivasyonu saglanmis SKBr3, MDA-MB-
468 ve HMEC hiicreleri elde edildi. Kontrol olarak HIF-1a mRNA ekspresyonu
degisimi analiz edildi ve biitiin hiicre gruplari i¢in NF-xB inaktivasyonu sonrasi bazal
HIF-lo. mRNA diizeyinin azaldigi belirlendi. Meme kanseri ve meme epiteli
hiicrelerinde HIF-la bazal ekspresyonunun NF-xB bagimli oldugu gosterildi. Yine
biitin NF-4xB inaktivasyonu saglanmis hiicrelerde bazal TRIM29 mRNA ve protein
ekspresyonunun azaldigi belirlendi (Bkz. Sekil 4.21, 4.22, 4.23, 4.24, 4.25, 4.26, 4.27,
4.28 ve 4.29). Arastirmamiz bu bakimdan NF-xB-TRIM29 etkilesiminin ilk kez
gosterilmesi agisindan da 6nemlidir.

Arastirtlmasimin 6nemli oldugunu diistindiigiimiiz diger bir konu NF-xB’nin
digsal uyaranlar ile azaltilmasinin TRIM29 {izerine nasil etki yapacag idi. Guo vd
(2010) ROS tarafindan olusturulan oksitatif stresin ATM’yi aktive ettigini
bildirmislerdir. Oka vd (2000) NAC uygulamasi sonrast NF-xB aktivitesinin azaldigini
belirlemiglerdir. Alpay vd (2015) NAC uygulamasinin ATM baglantili NF-xB
aktivasyonunun azalmasina yol agtigini bildirmiglerdir. Chandel vd (1998) ve Chandel
vd (2000) hipoksi sonrasi hiicrede olusan ROS’un HIF-1a aktivasyonunu arttirdigini
bildirmislerdir. Bu nedenle NAC uygulamasmin TRIM29 ve HIF-la. mRNA
ekspresyonu iizerine etkisini aragtirdik. NAC uygulamasi sonrasi azalan NF-xB’nin
hem HIF-la hem de TRIM29 bazal mRNA ekspresyonunun azalmasina neden
oldugunu gozlemlendik (Bkz. Sekil 4.30, 4.31 ve 4.32). Bu c¢alisma sonrast TRIM29 ve
HIF-1a bazal mRNA ekspresyonunun, NAC uygulamasi ile NF-xB miktarindaki
azalmay1 takiben azaldig1 ortaya konmustur. Veriler hiicresel redoks durumunun ATM
bagimli ya da bagimsiz yollar ile TRIM29 ekspresyonunu ve HIF-1a aktivitesini
uyarabilecegini gostermektedir. NF-xB/TWIST1 baglantisi iyi sekilde tanimlandigi igin
ayrica ilizerinde arastirma yapilmamustir.

Birbiriyle baglantili bu yolaktaki diger nemli basamak HIF-1a’dir. Clinkii hem
ATM hem de NF-xB inaktivasyonunun bu transkripsiyon faktoriiniin bazal mRNA
seviyesini azalttigi c¢alismamizda gosterilmistir. HIF-lo’nin  TRIM29-TWIST1
baglantisina etkisi bu sinyal yolagindaki ortaya ¢ikarmak istedigimiz diger soru isareti
olmustur. SKBr3, MDA-MB-468, HMEC ve MDA-MB-231 hiicrelerinde HIF-1a
inaktivasyonu gerceklestirilmistir. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde hem
TRIM29 hem de TWISTI1 ekspresyonu degisimi analiz edilmistir. MDA-MB-231
hiicrelerinde ise TWIST1 ekspresyonu degisimi analiz edilmistir. HIF-1a
inaktivasyonunun TRIM29 bazal mRNA ve protein ekspresyonunu azalttigi SKBr3,
MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde gosterilmistir. Bu veri HIF-1a/TRIM29
baglantisinin ilk defa gosterilmesi agisindan Onemlidir. Bazal TWIST1 mRNA ve
protein ekspresyonu ise SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC HIF-1a inaktivasyonu
saglanmis hiicrelerde artmistir. HIF-la inaktivasyonu saglanmis MDA-MB-231
hiicrelerinde bazal TWIST1 mRNA diizeyi azalmistir (Bkz. Sekil 4.33, 4.34, 4.35, 4.36,
4.37, 4.38, 4.39, 4.40, 4.41, 4.42 ve 4.43). Yang vd (2008) ve Cho vd (2014) farkli
kanser hiicreleri ile yaptiklart ¢alismalarda HIF-1a inaktivasyonunun TWIST1 ifadesini
azalttigin1 gostermislerdir. Calismamizda HIF-1a inaktivasyonu sagladigimiz MDA-
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MB-231 hiicrelerindeki TWIST1 ekspresyonunun diisiisii, literatiirdeki diger ¢alismalar
ile uyumlu olup, TRIM29 ifadesine sahip HIF-1a inaktivasyonu sagladigimiz hiicrelerin
de farkli bir TWIST1 ekspresyonu profiline sahip olduklar1 belirlenmistir.

Bu asamaya kadar yapilan ¢alismalar ile azalmis ATM ve NF-xB aktivitesinin,
bazal seviyedeki HIF-1a. mRNA ckspresyonunu azalttigini saptadik. Hem bu durum
hem de shRNA aracili azalmig HIF-1a inaktivitesini takiben TRIM29 mRNA ve protein
ekspresyonunun azaldigimi ve azalan TRIM29’un TWIST1 mRNA ve protein
ekspresyonu artisina neden oldugunu ortaya ¢ikardik.

Bu veriler 1s18imnda HIF-1o’nin TRIM29 ekspresyonunda kilit roliinden yola
cikarak, artmig HIF-1a ekspresyonunun bu yolaga nasil etki yapacagini arastirdik. Bu
nedenle SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerine hipoksi uygulamasi yapildi.
SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde hipoksi uygulamas: sonrast TRIM29
MRNA ve protein ekspresyonunun arttigini belirledik. Kontrol olarak hipoksik kosullara
cevap olarak ekspresyonu artan CAIX kullanildi ve hipoksik kosullarda CAIX artisi
biitin hiicreler i¢in goézlendi. HIF-lo. mRNA ekspresyonu seviyesi degisimi igin
literatiirde farkli bilgiler bulunmaktadir. Chang vd (2003), Li vd (2006), BelAiba vd
(2007) ve Conde vd (2012) yaptiklar1 ¢aligmalarda hipoksi durumunda hiicrelerin HIF-
loa mRNA seviyelerinin arttigin1 bildirmislerdir. Bunun aksine Uchida vd (2004) ve Lin
vd (2011) yaptiklar1 ¢aligmalarda hipoksi sirasinda HIF-1lo mRNA ekspresyonunun
azaldigimnm belirtmiglerdir. Kelly vd (2003) ise HIF-1o. mMRNA ekspresyonunun hiicre
cesidine gore farkli eksprese olabilecegini gostermislerdir. Bizim ¢alismamiz ile SKBr3,
MDA-MB-468, MDA-MB-231 ve BT-549 meme kanseri hiicresi ve HMEC meme
epiteli olmak tizere bes farkli hiicre grubunda hipoksi uygulamasindan sonra, HIF-1a
MRNA seviyesinin arttigini belirledik; bazi meme kanseri ve meme epiteli hiicreleri igin
hipoksi kosullarinda HIF-1a ekspresyonunun nasil etkilendigini de belirlemis olduk.

Yang vd (2008) hipoksinin TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonunu
arttirdigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde
hipoksi sonrast TWISTI mRNA ve protein ekspresyonunda herhangi bir degisim
gozlenmedi. MDA-MB-231 ve BT-549 hiicrelerinde ise hipoksi uygulamasi sonrasi
TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonu artisini belirledik (Bkz. Sekil 4.44, 4.45, 4.46,
4.47, 448, 4.49 ve 4.50). Bu farkliligin nedeninin SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC
hiicrelerinin TRIM29 eksprese etmeleri oldugunu diistindiik. TWIST1 onkogenik
proteininin hipoksik kosullarda TRIM29 varliginda artiginin durdugunu bilmek oldukg¢a
onemlidir. Cilinkii, bilindigi iizere kanser hiicreleri hipoksik kosullar1 sevmektedir.
Meme kanseri dokularinda hipoksik kosullarda onkogenik TWIST1 ekspresyonu artist
uyarilmis TRIM29 artis1 ile durdurulabilir.

Calismamiz kapsaminda ayrica SKBr3 ve MDA-MB-468 meme kanseri
hiicreleri i¢in 2, 4, 8, 12, 16 ve 18 saatlik hipoksi uygulamasi sonras1 TRIM29, HIF-1a,
CAIX ve TWIST1 mRNA ekspresyonu degisimi gosterildi. TRIM29 ve CAIX mRNA
ekspresyonunun hipoksi uygulamasi boyunca arttig1 belirlendi. SKBr3 hiicrelerinde
farkli zamanlarda uygulanan hipoksinin TWIST1 mRNA ekspresyonu iizerine
istatistiksel agidan Onemli bir etkisinin olmadigr gozlemlendi. MDA-MB-468
hiicrelerinde 2 saatlik hipoksi uygulamasit TWISTI mRNA ekspresyonunu azaltmis
bunun takibinde 4 saat sonrast TWIST1 mRNA ekspresyonunun normal seviyeye
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ciktig1 belirlenmistir. HIF-1o mRNA ekspresyonu ise 8 ve 18. saatlerde en ¢ok artisi
gosterdigi belirlendi (Bkz. Sekil 4.51, 4.52, 4.53, 4.54, 4.56, 4.57, 4.58 ve 4.59).

SKBr3 ve MDA-MB-468 i¢in 4, 8, 12, 16, 18 ve 24 saat hipoksi uygulamasi
sonrast TRIM29 ve HIF-1a protein ekspresyonu analiz edildi. Hipoksi uygulamasi
boyunca iki hiicre grubunda da hem TRIM29 hem de HIF-1a protein ekspresyonunun
arttigi belirlendi. En yogun TRIM29 protein ekspresyonu artisi SKBr3 hiicreleri igin 18,
MDA-MB-468 i¢in ise 24 saatlik hipoksi uygulamasinda gozlemlendi. Hem SKBr3
hem de MDA-MB-468 i¢in en yogun HIF-la protein ekspresyonu artist 16 saatlik
hipoksi uygulamasinda gozlemlendi (Bkz. Sekil 4.55 ve 4.60). Hiicre hattina ve
uygulanan hipoksi stiresine bagli olarak TRIM29 ve HIF-1a ekspresyonundaki degisim
hiicreye 0zgli olarak hipoksik genlerin ekspresyonunun degisim gdstermesi ile
aciklanabilir. Literatirde de Cavadas vd (2015) tarafindan yapilan c¢aligmada farkli
stirelerde uygulanan hipoksinin, hipoksik genlerin mRNA ve protein ekspresyonuna
etkisinin degisiklik gdsterdigini ortaya cikarmiglardir. Bu calismada iki farklt meme
kanseri hiicresi i¢in farkli zamanlarda uygulanan hipoksinin TRIM29 ve HIF-1a mRNA
Ve protein ekspresyonu degisimi {izerine etkisini ilk kez géstermis olduk.

Hipoksik kosullar altinda HIF-la’nin yani sira HIF-2oo mRNA ve protein
ekspresyonun arttigi bildirilmistir. HIF-2a hipoksik kosullarda aktive olup, hipoksik
bir¢ok proteininin kontroliinde gorev alan bir transkripsiyon faktoriidiir (Hu vd 2003).
Bu nedenle TRIM29 bazal ekspresyonuna bu transkripsiyon faktdriiniin etkisini
incelemek i¢in SKBr3 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde HIF-2a inaktivasyonu saglandi.
Ardindan, TRIM29 mRNA ekspresyonu degisimi analiz edildi. TRIM29 mRNA
ekspresyonunda her hangi bir degisim gozlenmedi (Bkz. Ek-6).

Bencokova vd (2009) ATM’nin DNA hasar1 olusmadan hipoksi uygulamasi ile
aktif hale geldigini bildirmislerdir. Wang ve Semenza (1995) Hipoksinin HIF-1a
MRNA ve protein aktivitesini arttirdigin1 yaptiklart ¢alisma ile bildirmislerdir. Bu
bilgiler 15181nda hipoksi uygulamasi sirasinda hem mRNA hem de protein ekspresyonu
artan TRIM29’un, ATM’ye mi yoksa HIF-1a’ya m1 bagimli oldugunu arastirdik. Bu
nedenle oOnceden elde ettigimiz SKBr3 ve MDA-MB-468 ATM ve HIF-1a
inaktivasyonu saglanmig hiicreler hipoksiye maruz birakilip, TRIM29 ve HIF-la
ekspresyonu degisimleri analiz edildi. ATM inaktivasyonu saglanan hem SKBr3 hem
de MDA-MB-468 hiicrelerinde hipoksi uygulamasi sonrasi kontrol grubuna kiyasla
shATM gruplarinda es zamanli QRT-PCR sonuglar1 i¢in istatistiksel acidan 6nemli HIF-
la ve TRIM29 artis1 gozlenmedi. Kontrol olarak analiz edilen CAIX i¢in ise shATM
normoksi ve hipoksi kosullarinda istatistiksel agidan onemli degisim go6zlemlendi.
Western blot sonuglari i¢in sadece shATM-1 hipoksik grupta HIF-1a blotu igin gozle
goriiliir ve istatistiksel agidan 6nemli olan bir fark bulunmaktadir. Bu durum shATM-1
grubundaki ATM inaktivasyonunun shATM-2 grubuna kiyasla daha az olmasindan
kaynaklanmis olabilir. ATM inaktivasyonu diismiis hiicrelerde HIF-1a reporter
aktivitesinin azaldig1 reporter assay ile belirlenmistir. Bu gruplara uygulanan hipoksi
sonrast ATM inaktivasyonu saglanmig shATM gruplarinda istatistiksel agidan onemli
bir HIF-1a reporter aktivitesi degisimi gozlenmemistir (Bkz. Sekil 4.61, 4.62, 4.63, 4.64
ve 4.65). Bu durum hipoksi sirasinda HIF-1ao ve TRIM29 artisinin ATM bagimli
oldugunu gostermektedir. Bu sonu¢ Cam vd (2010) tarafindan ifade edilen HIF-1a
aktivasyonu i¢cin ATM varliginin gerekliligi verileri ile uyumludur.
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shATM gruplarinda hipoksi uygulamasi sonras1 CAIX artis1 ise, hipoksik
upregiilasyona ugrayan her genin farkli bir yolak tarafindan kontrol ediliyor
olabilecegini gostermektedir (Bkz. Sekil 6.61 ve 4.62). Bu durumu soyle agiklayabiliriz,
TRIM29 hipokside upregiile olmakta ve bu etki ATM kontroliinde HIF-1a aracili
gerceklesmektedir. Ancak hipoksi uygulamasi sonrast ATM inaktivasyonu saglanmis
hiicrelerde CAIX upregiilasyonunu belirlenmesi, CAIX upregiilasyonu i¢in HIF-1a ile
baska bir protein kinazin etkilesime gegiryor olabilecegini isaret etmektedir. Burada
TRIM29 ekspresyonunun ATM/HIF-1a etkilesimi ile diizenlendigini, CAIX’un HIF-1a
ile baglantili bagka bir yolak tarafindan diizenleniyor olabilecegini géstermis olduk.

SKBr3 ve MDA-MB-468 HIF-1a inaktivasyonu saglanmis shHIF-2 ve shHIF-3
gruplarinda hipoksi uygulamasi sonrasi normoksiye kiyasla es zamanli qRT-PCR
sonuclarinda istatistiksel agidan 6nemli diizeyde TRIM29 degisimi gozlenmistir. Ayni
gruplar i¢in western blot sonug¢larinda TRIM29 protein ekspresyonunda kiigiik oranlarda
artis belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.66, 4.67 ve 4.68). iki hiicre grubunda kontrol ve shHIF
gruplari igin, normoksi ve hipoksi kosullarindaki TRIM29 reporter aktivitesi, TRIM29
reporter assay plazmidi kullanilarak analiz edilmistir. Kontrol grubunda hipoksik
kosullarda normoksiye kiyasla TRIM29 reporter aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir.
shHIF gruplarinda ise normoksi durumunda kontrol grubuna kiyasla TRIM29 aktivitesi
azalirken, hipoksi uygulamasi sonrast bu gruplarin TRIM29 reporter aktivitesinde
istatistiksel agidan 6nemli bir artis belirlenememistir (Bkz. Sekil 4.69 ve 4.70). HIF-1a
inaktivasyonu saglanmasina karsin TRIM29 ekspresyonundaki kiiciik fakat istatistiksel
acidan 6nemli bu artisin nedeni hiicrede hala daha aktif olarak bulunan ATM proteini
olabilir. Ayrica es zamanli qRT-PCR sonuglari incelendigi zaman kiiciik oranlarda HIF-
loo MRNA ekspresyonunun arttigi gozlenmistir. Artan kiigiikte olsa mRNA ekspresyonu
HIF-1a protein miktarim1 arttirmis ve TRIM29 ekspresyonu bu yolla artmis olabilir.
Bizim calismamiz ile SKBr3 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde hipoksik HIF-1a ve
TRIM29 artis1 i¢in ATM gerekliligini gostermis olduk. Ayn1 hiicre gruplarinda hipoksik
TRIM29 artis1 icin HIF-1a gerektigini ayrica bu baglantida ATM proteininin etkisinin
daha yiiksek oldugunu gostermis olduk.

HIF-1 aktivitesinin, HIF-1a proteininin post-translasyonel kontrolii yoluyla
saglandig1 bilinmektedir (Huang vd 1998). Hipoksik HIF-1a ve TRIM29 artisinin
SKBr3 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde transkripsiyonel seviyede mi yoksa translasyonel
seviyede mi kontrol edildigini arastirmak istedik. Hiicrelere protein ve mRNA sentez
inhibitorleri uyguland: ve hipoksi uygulamasi sonras1 western blot analizi yapildi. HIF-
lo mMRNA ekspresyonunun durdurulmasi, HIF-1o protein miktrarinin hipoksi boyunca
artisina herhangi bir etkisinin olmadigint meme kanseri hiicrelerinde gosterdik. Protein
ekspresyonunun durdurulmasmin ise mRNA sentezi devam etse dahi hipoksi
uygulamas: sonrast1 HIF-la protein varligini engelledigini gozlemledik. TRIMZ29
ekspresyon artisinin ise hem transkripsiyonel hem de translasyonel asamada kontrol
edildigini gostermis olduk. Hipoksi uygulamasi sonrast TRIM29 protein ekspresyonu
artis1 icin hem mRNA hem de protein ekspresyonu gerektigini belirlemis olduk (Bkz.
Sekil 4.71 ve 4.72).

Bu asamaya kadar elde ettigimiz verileri 6zetleyecek olursak ATM HIF-1a’y1
iki farkli sekilde etkilemektedir. Bunlardan birincisi normoksi kosullarinda bazal HIF-
lo mRNA ekspresyonu icin ATM gerekmektedir. Ikincisi ise hipoksik kosullar altinda
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HIF-1oo mRNA ve protein ekspresyonu artist i¢in ATM proteini varligina ihtiyag vardir.
Ayrica normoksi kosullarinda ATM proteinini HIF-1la. mRNA ekspresyonu NF-xB
aracilif1 ile yapmaktadir. Bunun yaninda HIF-1a aracilt TRIM29 ekspresyonu artiginda
ATM proteini aktivasyonu sarttir. Bu calismamiz ATM proteininin  normoksi
kosullardaki gorevlerinin yani sira hipoksinin olusturdugu hiicresel yanitlarda da gorev
alabilecegini isaret etmektedir.

Biiyiiyen bir tiimor igerisinde olusan hipoksik kisimlara (oksijen varliginin kisith
oldugu tiimdr bolgeleri) karst hiicresel yanit (anjiogenetik uyarilar) ileri tiimdrijenik ve
metastatik degisimleri tetikler. Artmis HIF-la birgok kanser tiirlinde belirlenmistir
(Semenza 2010). Hipoksik kosullarda HIF-1a, VEGF (Buchler vd 2003) ve SDF-1
(Ceradini vd 2004) gibi damar gelisimini tetikleyen genlerin ekspresyonunu uyarir.
Onceden bahsedildigi iizere idrar kesesi, kolorektal, akciger ve pankreas kanserinin
icinde bulundugu baz1 kanserlerde TRIM29 ekspresyon artis1 daha agresif bir olusum ile
iligkilidir. Bunun aksi yonde ise Nacht vd (1999) primer meme tiimorlerinin yaklagik
%50’sinin, normal meme dokusuna kiyasla 10 kat daha az miktarda TRIM29 eksprese
ettigini gostermislerdir. Liu vd (2012a) ve Ai vd (2014) azalmig TRIM29
ekspresyonunun daha agresif meme kanseri ile iliskili oldugunu bildirmislerdir. Bu
bulgular TRIM29’un kdken aldig1 kanser tiiriine gére onkogen ya da tiimdr baskilayict
olarak davranabilecegini gostermektedir.

Calisma kapsaminda en son basamak olarak TRIM29-TWIST1 arasindaki
dogrudan iligskiyi arastirdik. Azalan TRIM29 ekspresyonunun, artmig TWIST1
ekspresyonunu isaret etmesi ve Ai vd (2014) tarafindan aciklanan TRIM29, TWIST1
iliskisinden yola ¢ikarak bu baglantiyr yeniden test ettik. SKBr3 ve MDA-MB-468
meme kanseri ve HMEC meme epiteli hiicresinde TRIM29 inaktivasyonu sonrast
TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonunun arttigini gézlemledik (Bkz. Sekil 4.73,
474, 475 4.76 ve 4.77). TRIM29 inaktif hiicrelerde ayrica TWISTI reporter
aktivitesinin de arttigi belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.78). TWIST1 azalisinin TRIM29
izerine nasil etki edecegini gormek i¢in TWISTI inaktivasyonu saglandi ve takibinde
hem TRIM29 mRNA hem de protein ekspresyonunun arttigi belirlendi (Bkz. Sekil 4.79
ve 4.80). Uyarilmig TRIM29 ve TWIST1 artiginin gen ekspresyonlari iizerine etkisini
arastirmak i¢cin SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde rekombinant olarak hem
TRIM29 hem de TWIST protein ekspresyonu artist saglandi. Uyarilmig TRIM29
protein ekspresyonu artisini takiben TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonunun
diistiigli belirlendi (Bkz. Sekil 4.81 ve 4.82). Diger taraftan uyarilmig TWISTI protein
ekspresyonu artisint takiben TRIM29 mRNA ve protein ekspresyonunun azaldigi
belirlendi (Bkz. Sekil 4.83 ve 4.84).

TWIST1 bHLH transkripsiyon ailesi iiyesidir ve farkli tiimor hiicrelerinde
ifadesinin arttig1 bilinmektedir. Bu transkripsiyon ailesinin iyeleri kanserlesme
siirecinde epiteliyal mezenkimal doniisiimii tetiklerler. Bu nedenle artmis TWIST1
ekspresyonu metastatik fenotip ile iligkilidir (Yang vd 2004). Bizim g¢alismamizda
azalan TRIM29 ifadesinin TWIST1 ekspresyonunu arttirdigini gostermektedir. Artan
TWIST1 varliginin EMT belirleyici genlerin ekspresyonunu nasil etkiledigini gérmek
icin TRIM29 inaktivasyonu saglanan hiicrelerde E-kaderin, N-kaderin, EpCAM ve
Vimentin genlerinin ekspresyonu test edildi. Artmis Vimentin ve N-kaderin
ekspresyonu, meme kanserinin de arasinda bulundugu birgok kanser tiiriinde
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belirlenmistir (Nakajima vd 2004, Satelli ve Li 2011). E-kaderin normal epiteliyal
hiicrelerde eksprese edilir ve hiicre-hiicre baglantisinin diizenlenmesinde gorev alir. E-
kaderin ekspresyonunun lobiiler tip tiimorlerde azaldigi gosterilmistir (Singhai vd
2011). EpCAM hiicre-hiicre baglantisinda gorev alan diger bir adhezyon proteindir ve
epiteliyal bir¢ok kanser tiiriinde ifadesinin arttig1 bildirilmistir (Osta vd 2004).

Bizim c¢aligmamizda SKBr3 hiicrelerinde TRIM29 inaktivasyonu sonrasi
Vimentin  ve N-kaderin mRNA ekspresyonunun arttigi, EpCAM mRNA
ekspresyonunun ise azaldigi belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.85). Bu hiicre hattinda E-
kaderin mRNA ekspresyonu tespit edilememistir. MDA-MB-468 hiicrelerinde TRIM29
inaktivasyonu sonrasi Vimentin mMRNA ekspresyonu artarken, E-kaderin ve EpCAM
MRNA ekspresyonunun azaldigi belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.86). MDA-MB-468
hiicrelerinde N-kaderin mRNA ekspresyonu tespit edilmemistir. HMEC hiicrelerinde
TRIM29 inaktivasyonu sonrasi Vimentin ve N-kaderin mRNA ekspresyonu artmis,
EpCAM ve E-kaderin mRNA ekspresyonu ise azalmistir (Bkz. Sekil 4.87). Bu sonuglar
TRIM29 inaktivasyonunun kanser hiicrelerinin metastatik 6zelliklerini arttirdigini ve
normal epitel hiicresinin ise epiteliyal mezenkimal doniistime ugradigini géstermektedir.
Burada ilging olarak TRIM29 inaktivasyonunun EpCAM ekspresyonunu azaltmasidir.
Metastatik meme kanserinde artmig EpCAM ifadesi iyi sekilde tanimlanmistir (Osta vd
2004). TRIM29 inaktivasyonunu takiben bu gen ifadesinin artmasi beklenirken
azalmistir. Bu sebeple konunun daha ileri diizeyde arastirllmasi gerektigini
diisiinmekteyiz.

Onceden de bahsettigimiz iizere TRIM29 ekspresyonuna sahip hiicrelerde
hipoksik kosullar altinda TWIST1 ekspresyonunun degismedigini belirledik. Bu
durumun sebebinin TRIM29 mu yoksa baska bir yolak mi oldugunu anlamak igin
SKBr3 hiicrelerinde TRIM29 geni mutasyonu lentiCHRISPRv2 araciligi ile
gerceklestirilip bu hiicreler ile birlikte en iyi TRIM29 inaktivasyonu saglanan
shTRIM29 grubu hipoksiye maruz birakildi. TWISTI mRNA ve protein
ekspresyonunun hem lentiCHRISPTv2 grubunda hem de shTRIM29 grubunda arttig:
belirlendi (Bkz. Sekil 4.88, 4.89, 4.90 ve 4.91). Bu bulgular bize TRIM29’un hipoksi
tarafindan uyarilan TWIST1 artigin1 engelledigini gostermektedir.

Tez kapsaminda ATM, HIF-1a ve TRIM29 inaktivasyonu saglanan hiicrelerde
gozle goriilen biiylime degisimlerini test etmek i¢in MTT analizi yapilmistir. ATM ve
HIF-1a inaktivasyonu saglanan SKBr3, MDA-MB-468 kanseri hiicreleri ile HMEC
meme epiteli hiicresinde hiicre biiyiime hizlar1 diismiistiir (Bkz. Sekil 4.92 ve 4.93). Bu
ti¢ hiicre grubunda TRIM29 inaktivasyonu sonrasi hiicre boliinme hizlar1 artmistir (Bkz.
Sekil 4.94). Bu veriler ATM ve HIF-1a’nin hiicre boliinmesi ve biiyiimesi icin gerekli
birgok yolak ile baglantisindan dolay: hiicrelerin oldugundan daha yavas boliinmelerine
yol agtigin1 gostermektedir. TRIM29’un ise meme kanseri ve normal meme epiteli
hiicrelerinde, hiicre biiyiimesinin kontroliinde dnemli oldugunu gostermektedir.

Ye vd (2007) meme kanserli bireylerde azalmis ATM mRNA ekspresyonunun
diisiik hayatta kalma olasilig1 ile baglantili oldugunu bildirmistir. Liu vd (2012a) diisiik
TRIM29’un daha agresif timor oOzellikleri ile baglantili oldugunu belirtmislerdir.
Galvan vd (2014) kolorektal kanserde artmis TWIST1 ekspresyonuna sahip hastalarda
yasam siiresinin kisaldigin1 gostermislerdir. Bu c¢alismada Kaplan-Meier internet
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sitesindeki 2015 giincel verileri kullanilarak ATM, TRIM29 ve TWIST1 ekspresyonu
degisimlerinin meme kanseri hastalarinda hayatta kalma stirelerini nasil etkiledigini
inceledik. Meme kanseri hastalarinda azalmis ATM ve TRIM29 ekspresyonunun daha
kisa hayatta kalma ile iliskili oldugunu gosteren grafikleri elde ettik (Bkz. Sekil 4.95 ve
4.96). Diger taraftan meme kanseri hastalarinda artmigs TWIST1 ekspresyonunun daha
kisa yasam siiresi ile iliskili oldugu sonucunu grafik ile gosterdik (Bkz. Sekil 4.97).

ATM, NF-xB, HIF-1a ve TRIM29 inaktivasyonu saglanmis biitiin hiicrelerin
mikroskobik fotograflar1 ¢ekildi. ATM, NF-xB ve HIF-1a inaktivasyonu saglanmisg
hiicrelerin fenotipinde bir degisim gozlenmedi (Bkz. Ek-2, 3 ve 4). TRIM29
inaktivasyonu sonucu ise hiicrelerin fenotipinin degistigini belirledik (Bkz. Ek-5). Bu
durum TRIMZ29 inaktivasyonu sonucu degisen Vimentin, E-kaderin, N-kaderin ve
EpCAM gibi EMT belirteglerinin etkisi sonucu ortaya ¢ikmig olabilir.

Meme kanseri ve diger kanser gesitleri igin hedef odakli tedavi yontemleri
gelistirilmektedir. Biyolojik tedavi yontemlerinde kanserli hiicrelerin gen aktivasyonu
profillerinin bilinmesi 6nemlidir. Bu sebeple farkli kanser tiirlerindeki, kanserli
hiicreleri diger hiicrelerden ayiran 6zelliklerin ortaya ¢ikarilmasi kanser ¢aligmalarinin
temelini olusturur. Ayrica ortaya ¢ikarilan her bir yeni biiyliime faktdrii reseptorii, timor
baskilayict gen ve bunlarin baglanti kurdugu diger protein ve genler hakkindaki bilgi
birikimi yeni fikirler ve yeni ilaglar gelistirilmesine olanak saglayacaktir.

Calismamizda meme kanseri i¢in timor baskilayic1 protein oldugu diisiiniilen
ATM ve TRIM29 arasindaki baglanti meme kanseri ve meme epiteli hiicrelerinde
karsilastirmali olarak gosterilmistir. Ayrica birgok kanser tiiriinde asir1 ekspresyona
ugrayan TWIST1 geninin bu iki tiimor baskilayict gen ile iligkisi aragtirilmistir.
Yaptigimiz calismanin meme kanseri ile miicadelede, hedef odakli tedavi siireclerine
yarar saglayacagimi diistinmekteyiz.

128



SONUC

Muzaffer DUKEL

6. SONUC

Bu c¢alisma kapsaminda;

1.

MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-468, MDA-MB-435, T47-D, MCF-10,
HMEC, SKBr3 ve BT-549 hiicrelerinde TRIM29 gen ekspresyon seviyeleri
saptandi.

SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde bazal seviyede HIF-1a ve
TRIM29 mRNA ekspresyonu i¢cin ATM protein kinazin varliginin gerekli
oldugu gosterildi. TRIM29 protein ekspresyonu i¢in ATM gerekliligi
belirlendi. MDA-MB-231 hiicrelerinde bazal seviyede HIF-1a ekspresyonu
icin ATM gerekliligi gosterildi. TWIST1 ekspresyonu kontroliinin ATM
kontroliinde TRIM29 araciligi ile yapildigi belirlendi. ATM aktivite
kaybinin TRIM29 eksprese eden hiicrelerde TWIST1 ekspresyonunu
arttirdigi, TRIM29 eksprese etmeyen hiicrelerde ise ATM inaktivasyonunun
TWIST]1 ekspresyonu iizerine bir etkisi olmadig: gosterildi.

TRIM29 proteininin SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde IR
tarafindan olusturulan hiicresel strese kars1 herhangi bir degisime ugramadigi
belirlendi.

SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde bazal seviyede HIF-1a ve
TRIM29 ekspresyonu i¢in NF-xB proteininin islevsel olmasi gerektigi
gosterildi. NAC kullanilarak azaltilan hiicresel stresin HIF-1o ve TRIM29
ekspresyonunu azalttigi belirlendi.

SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde ATM’den bagimsiz olarak
azalan HIF-lo ekspresyonunun, bazal TRIM29 mRNA ve protein
ekspresyonunu azalttig: belirlendi. TRIM29 ifadesine sahip hiicrelerde, HIF-
la aktivite kaybinin TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonunu arttirdigini
bunun aksine TRIM29 ifade etmeyen hiicrelerde HIF-1a ekspresyonunda
azalmayi takiben TWIST1 mMRNA ekspresyonunun azaldig: gosterildi.

SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde hipoksik kosullar altinda
artan HIF-1a ekspresyonunu takiben TRIM29 mRNA ve protein
ekspresyonunun arttigt  belirlendi. Hipoksik  kosullarda TWIST1
ekspresyonunun, TRIM29 eksprese eden hiicrelerde degismedigi gosterildi.
TRIM29 eksprese etmeyen hiicrelerde TWIST1 mRNA ve protein
ekspresyonunun hipoksik kosullarda arttig1 gosterildi.

SKBr3 ve MDA-MB-468 meme kanseri hiicrelerinde hipoksik TRIM29
MRNA ve protein ekspresyonu artisinin ATM ve HIF-lo bagimh olarak
gerceklestigi belirlendi. HIF-1a reporter aktivitesinin hipoksik kosullarda
ATM proteinine bagimli oldugu gosterildi. Hipoksik CAIX artisinin
ATM’den bagimsiz, HIF-1a’ya bagimli olarak gergeklestigi belirlendi.
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10.

11.

12.

13.

SKBr3 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde farkli zamanlarda hipoksi
uygulamasinin TRIM29 ve HIF-loa’nin mRNA ve protein ekspresyonunu
nasil etkiledigi gosterildi. TWIST1 mRNA ekspresyonunun TRIM29
eksprese eden meme kanseri hiicrelerinde farklt zamanli uygulanan
hipoksiden nasil etkilendigi gosterildi.

Hipoksik TRIM29 ekspresyon artisinin hem transkripsiyonel hem de
translasyonel seviyede kontrol edildigi gosterildi.

TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonunun SKBr3, MDA-MB-468 ve
HMEC TRIM29 inaktivasyonu saglanmis hiicrelerde arttigini, buna paralel
olarak azalmis TWIST1 ekspresyonunun da TRIM29 mRNA ve protein
ekspresyonu artisini sagladigi gosterildi. Uyarilmis TRIM29 aktivasyonunun
TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonunu baskiladigi yine buna paralel
olarak uyarilan TWIST1 aktivasyonunun TRIM29 mRNA ve protein
ekspresyonunu baskiladig gosterildi.

SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde TRIM29 inaktivasyonu
sonrast EMT belirte¢ genleri olarak bilinen Vimentin, E-kaderin, N-kaderin

ve  EpCAM  cekspresyonlarinin  degistigi  gdsterildi. TRIM29
inaktivasyonunun bu hiicrelerde malin fenotipi tetikledigi belirlendi.

SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicrelerinde, ATM ve HIF-la
inaktivasyonlarinin bu hiicrelerin biiyime hizin1 azalttigi belirlendi. Ayni
hiicre gruplarinda TRIM29 inaktivasyonunun ise hiicrelerin boliinme hizinm
arttirdigi belirlendi.

Azalmis ATM ve TRIM29 diizeyinin meme kanseri hastalarinin hayatta

kalma siirelerini kisalttig1 belirlendi. Bunun aksine azalmig TWISTI’in ise
meme kanseri hastalarinin hayatta kalma stirelerini uzattig1 belirlendi.
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8. EKLER

Ek-1. Caligma kapsaminda kiiltiire edilen hiicrelerin mikroskobik goriintiileri

HEK-293FT SKBr3

BT-549
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Ek-2. ATM inaktivasyonu saglanmis hiicrelerin mikroskobik goriintiileri

MDA-MB-231

= HMEC

MDA-MB-468
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Ek-3. NF-«B inaktivasyonu saglanmig hiicrelerin mikroskobik goriintiileri

151



Muzaffer DUKEL

EKLER

Ek-4. HIF-1a inaktivasyonu saglanmis hiicrelerin mikroskobik goriintiileri

MDA-MB-231

shHIF
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EKLER

Ek-5. TRIM29 inaktivasyonu saglanmis hiicrelerin mikroskobik goriintiileri

.| MDA-MB-468

shTRIM29

Kontrol
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Ek-6. HIF-20 inaktivasyonu sonrast TRIM29 mRNA ekspresyonu degisimini gosteren
RT-PCR sonuglari

SKBr3 MDA-MB-468
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