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OZET

Meme Kanseri Hiicre Modellerinde TREM2’nin Hiicre Cogalmasi, Hiicre Oliimii

ve Hiicre Dongiisii Uzerine Etkilerinin Arastiriimasi

Amag: Literatirde TREM2 ile ilgili olarak yapilan ¢alismalarda inflamasyon
uzerine olan etkileri konusunda yogunlasilmis olup 2 ¢alismada indirekt olarak monosit
TREMZ2 ekspresyonlarinin akciger kanserine kars1 immiin yanitla iligkisi irdelenmistir.
Bu g¢aligmanin amaci, TREM2’nin proliferasyon, hiicre o6limi/hiicre dongisu
uzerindeki etkilerinin in vitro ortamda meme kanseri hiicrelerinde arastirilmasi ve bu
baglamda TREMZ2’nin kanser gelisim siirecindeki roliiniin aydinlatilmasidir. Daha 6nce
bu konu ile ilgili yapilan 1 ¢aligma bulunmakta olup bu ¢aligma glioblastom hiicreleri

ile yapilmustir.

Materyal ve Metod: Bu ¢alismada, MCF10 normal meme hiicresi, SKBR3 ve
MDA-MB-231, MCF7 meme kanseri hiicreleri kullanilmistir. TREM2’nin 3 hiicredeki
ifadesinin analiz edilmesi icin Western Blot analizi kullanilmigtir. Olusturulan SIRNA
sistemleri ile TREM2 ifade edilmeyen hiicreler ve ifade edilen hiicrelerde TREM2’nin
hicre proliferasyonu MTS ile, koloni olusturma yetenekleri ise koloni olusturma testi
ile test edilmistir. Hiicre 6lumindeki roliiniin aydinlatilmasi i¢in Trypan Blue Exclusion

Assay boyama kullanilmastir.

Bulgular: MCF10’da en yuksek olmak tizere MDA-MB-231, MCF7 ve SKBR3
hicrelerinde  TREM2 ifadesi belirlenmistir. siRNA uygulanan hiicrelerde hiicre
proliferasyonunun ve hiicrelerin koloni olusturma yeteneklerinin azaldig1 belirlenmistir.
MCF10A hucresinde %60-65, MDA-MB-231 hicresinde %45, SKBR3 hucresinde ise
%35-40 hiicre olimii meydan gelmistir. Hicre dongisinde ise belirgin bir fark

saptanamamistir.

Sonu¢: Bu calisma ile ilk defa TREMZ2 ifadesi in vitro’da meme kanseri
hiicreleri ve meme epitel hiicresinde analiz edilmistir. TREM2 baskilanmasinin hiicre
Oliimiinii artiric1, hiicre proliferasyonunu azaltict etki yaptigi belirlenmistir. Kanser
tedavisinde kullanilan ilaglardan beklenen etkilerin ortaya ¢iktig1 bu calisma sonucunda

TREMZ2 hedeflemesinin kanser tedavisi i¢in yeni bir timit olacagi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: TREMZ2, Epitel, Meme Kanseri

Vi



ABSTRACT

Investigation of the Effects of TREM2 on Cell Proliferation, Cell Death and Cell
Cycle in Breast Cancer Cell Models

Aim: In studies in the literature focused on the effects of TREM2 on
inflammation. In two works, were examined indirectly TREM2 expression in
monocytes relationship with immune response against lung cancer The aim of this
study, investigation of the effects of TREM2 on proliferation, cell death / cell cycle on
breast cancer cells and clarirfy its role in cancer development. in vitro study was carried
out for this purpose. Before this study one work have been made about this topic with

glioblastoma cells.

Material and Method: In this study, MCF10A immortalized normal breast
cells, SKBR3 and MDA -MB-231, MCF7 breast cancer cells were used. Western Blot
was used for analysis the expression of TREMZ2 in the third cells. Cell proliferation was
tested by MTS, colony forming ability was tested by colony forming assay in the cell
treated with siRNA. Trypan Blue Exclusion assay was used for determination role in the
cell death.

Results: TREM2 expression was determined in MDA-MB-231, MCF7 and
SKBR3 cells. In the cells treated with siRNA, cell proliferation and colony forming
ability had reduced. Cell death was occured %60-65 in MCF10A, %45 in MDA-MB-
231, %35-40 in SKBR3. A significant difference was not detected in the cell cycle .

Conclusion: In this study, for the first time TREM2 expression was analyzed in
breast cancer cells and mammary epithelial cells in vitro. TREM2 enhancing
suppression was determined that a reducing effect on cell proliferation and cell death.
This study indicated the expected effects of the drugs used in cancer treatment. As a
result of this study it was determined to be a new hope for the treatment of cancer
TREM2 targeting.

Key Words: TREM2, Ephitel, Breast Cancer
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1. GIRIS

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesi ve yayilmasi ile karakterize edilen bir
hastalik grubudur. Bu bilyiime sirasinda kanser hicresinde, normal hicrelere gore
yapisal farkliliklar olustugu gibi, islevleri acisindan da farkliliklar olusmaktadir; bazen
hiicre normalde yaptig1 islevlerini yapamazken, bazen de normalde olmayan bazi yeni
islevleri de yapmaya baslamaktadir. Anormal sekilde ¢cogalmaya baslayan bu hiicreler
bulunduklar1 yerdeki hatta daha uzaktaki doku ve organlari iggal etmekte ve iggal ettigi
bu bolimlerin gorevlerini engellemektedir. Hiicre kontroliiniin bozulup bir hastalik
olarak kanser tablosu ¢ikincaya kadar gecen kanser olusum siiresi, kanser cinslerine

gore degiskenlik gostermekle birlikte ortalama 15-20 yildir (1).

Amerika Kanser Birligi (American Cancer Society)’ne gore 2016 yili igerisinde
ABD’de yaklasik 1.685,210 yeni kanser vakasinin teshis edilmesi, 595,690 kisinin ise
kanserden 6lmesi beklenmektedir. 1975-1977 yili istatistiklerine gore sag kalim oran1 %
49 iken 2005-2011 yillar1 arasinda sag kalim oranit % 68 oldugu belirlenmistir. (2).
Tablo 1.1’de meme kanserinde son 5 yillik yeni vaka ve 6lim sayilar1 verilmistir. Bu
verilere gore 2012 yilinda ABD’de 226,870 kadina meme kanseri teshisi konmasi,

39,510 kadmin ise meme kanserinden 6lmesi beklenmektedir (3).

Tablo 1.1. Son 5 Yila Gore Meme Kanserinde Tahmin Edilen Yeni Vaka ve Olimler

(2-6)
Tahmin Edilen Yeni Vakalar Tahmin Edilen Olimler
Yillar Kadin Erkek Kadin Erkek
2012 226,870 2,190 39,510 410
2013 232,340 2,240 39,620 410
2014 232,670 2,360 40,000 430
2015 231,840 2,350 40,290 440
2016 246,660 2,600 40,450 400

2016 yili verilerine bakildiginda ise ABD’de her iki cinste 249,260 yeni meme

kanseri teshisi konmasi, bunlardan 246.660 kisinin kadin olmas1 ve 2.600 kisinin erkek



olmasi beklenmektedir. 2013-2012 yillar1 arasinda her yil i¢cin meme kanseri 0lum
oraninin beyaz kadinlarda %1,9 oraninda siyah kadinlarinda ise %1,4 oraninda azaldigi
goriilmiistiir. 1989-2012 yillar1 arasinda ise meme kanseri 6limlerinde %36 azalma
oldugu gozlemistir. Sag kalim oranindaki gelisme, kanserin erken dénemde tanis1 ve
tedavisindeki gelismeyi yansitmaktadir (2). Sekil 1.1°de 2016 yili verilerine
bakildiginda meme kanseri, tiim kanserler igerisinde kadin 6liimlerinde %14 oranla

2.s1ray1 almaktadir.

Tahmini Yeni Vaka Tahmini Gliimler
Erkek Kadin Erkek Kadin
Prostate Breast Lung & bronchus Lung & branchus
180,890 (213%) 246,660 (29%) ‘<::| 85,920 (27%) 72,160 (26%)
Lung & bronchus Lung & bronchus Prostate Breast <::|
117,920 (14%) 106,470 (13%) 26,120 (8%) 40,450 (14%)
Colon & rectum Colon & rectum Colon & rectum Colon & rectum
70,820 (8%) 63,670 (89%) 26,020 (8%} 23,170 (8%)
Urinary bladder Uterine corpus Pancreas Pancreas
58,950 (79%) 60,050 (7%) 21,450 (7%) 20,330 (79%)
Melanoma of the skin Thyroid Liver & intrahepatic bile duct Ovary
46,870 (6%} 439,350 (6%) 18,280 (6%) 14,240 (5%)
Mon-Hodgkin lymphoma Non-Hodgkin lymphoma Leukemia Uterine corpus
40,170 (5%} 32,410 (4%) 14,130 (4%) 10,470 (4%)
Kidney & renal pelvis Melanoma of the skin Esophagus Leukemia
39,650 (5%) 29,510 (3% 12,720 (4%) 10,270 (4%)
Oral cavity & pharynx Leukemia Urinary bladder Liver & intrahepatic bile duct
34,780 (4%) 26,050 (3%) 11,820 (4%) 8,890 (3%)
Leukernia Pancreas Mon-Hodgkin lymphoma Non-Hodgkin lymphoma
34,090 (4%) 25,400 (3%) 11,520 (4%) 8,630 (3%)
Liver & intrahepatic bile duct kKidney & renal pelvis Brain & other nervous system Brain & other nervous system
28,410 (3%) 23,050 (3%) 9,440 (3%} 6,610 (2%)
All sites All sites All sites All sites
841,390 (100%) 843,820 (100%) 314,290 (100%) 281,400 {(100%)

Sekil 1.1. 2016 Y1l Tahmini Yeni Kanser Vakalari ve Oliim YUzdeleri (2)

Yasam boyunca her 8 kadindan birinde meme kanseri gorilmektedir. Bu oran
%12.56 seklinde ifade edilmektedir. Meme kanseri riski, Sekil 1.2°de gosterildigi gibi
yasa bagl olarak artis gostermektedir. Goriilme sikligt menopoz ile hizli bir artig

sergilemektedir (7).
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Sekil 1.2. Kadinlarda Yasa Bagl Olarak Meme Kanseri Geligsme Riski (7)

Meme kanseri, genetik ve ¢evresel faktorler arasinda giiclii bir etkilesim gdsteren

kompleks multifaktoriyel bir hastaliktir.

Son 10-20 il icerisinde meme kanserinin tan1 ve tedavisinde énemli gelismeler
kaydedilmistir. Yapilan ¢alismalarla risk faktorlerinin iyi belirlenmesi, etkin tarama
stratejilerinin uygulanmasi ve ayrica genetik bilimindeki gelismelerle birlikte 6zellikle
BRCA-1 ve BRCA-2 genlerindeki mutasyonlarin meme kanseri riskiyle iligkili
oldugunun saptamasi ve bu kisilerin periyodik araliklarla takip edilmesi neticesinde
erken tam1 konan ve tedavi edilen vaka sayisinda onemli artislar olmustur. Gelisen
teknoloji ile birlikte yeni ilaglarin ve yeni cerrahi yontemlerin katkist ile meme
kanserinden Olimlerde azalmalar kaydedilmistir. Ancak tiim bu gelismelere ragmen
evre 3b meme kanserinde 5 yillik yasam siiresi % 41, evre 4’te ise bu oran %15 olarak
bildirilmektedir (8). Dolayisiyla ilaglara karsi direng ve ileri evre metastatik kanserler
hala biiyiik bir sorun olarak Oniimiizde durmaktadir. Bu baglamda kanser gelisim

stirecinde tan1 ve tedavi igin yeni arayislar igerisine girilmistir.

Immiin sistemde; gen indiiklenmesi, farklilasma, proliferasyon, adezyon, hiicre
gbclinli iceren cesitli hiicresel yanitlar1 kontrol etmek i¢in gerekli oldugu bildirilen
ITAM olarak adlandirilan yapilarin oldugu belirlenmistir. Son zamanlarda ITAM igeren
12 kDA agirhiginda bir polipeptid olan DAP12’nin (DNAX-activating protein)
varligindan s6z edilmektedir (9). DAP12, TREM2 (triggering receptor expressed by

myeloid cells 2) olarak adlandirilan reseptorlerin de igerisinde bulundugu miyeloid



hiicrelerdeki birkag reseptor ile iligskilendirilmektedir (10). Yapilan yeni calismalar,
inflamasyon (zerinde etkisi olan TREM (triggering reseptor expressed on myleoid

cells) olarak adlandirilan yeni proteinlerin varligini géstermektedir.

Bu gline kadar TREM2 proteini ile kanser gelisimi arasinda herhangi bir iligkinin
var olup olmadig: ile ilgili yapilan ¢aligmalar olduk¢a sinirhidir. Bu ¢alismada MDA-
MB-231, SKBR3 kanser hiicre hatlar1 ve MCF10A Oliimsiizlestirilmis meme epitel
hlcresi kullanilarak TREM2’nin varligi ve TREMZ2 ifadesinin normal hicreler ve kanser
hiicreleri arasinda farklilik gosterip gostermediginin belirlenmesi amaglanmistir.
TREM2’nin proliferasyon, huicre 6lumu/hiicre dongusu uzerindeki etkilerinin in vitro
ortamda meme kanseri hiicrelerinde arastirilmasi ve bu baglamda TREM2’nin kanser
gelisim siirecindeki rolii cevaplanmayir bekleyen Onemli bir sorudur. Bu amag
dogrultusunda bu ¢aligma literatiire yeni bilgiler katma potasiyeline sahiptir. Ayrica

etkili tedavi stratejilerinin gelistirilmesine biiyiik katki saglama potansiyelindedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Kanseri

2016 yili verilerine bakildiginda meme kanseri, tiim kanserler icerisinde kadin

oliimlerinde %14 oranla 2.siray1 almaktadir (2) (Sekil 1.1).

2.1.1. Meme Kanserinin Molekiiler Simiflandirilmasi

2000 yilinda Perou CM vd. tarafindan meme tlimorleri 4 ana gruba ayrilmistir
(112).

1) Luminal hiicre benzeri
2) Bazal huicre benzeri
3) Normal epitel benzeri
4) Her2+

Sonraki ¢aligmalarda luminal hiicre benzeri grup i¢inde luminal A ve B olmak
tizere 2 alt grup daha tanimlanmustir (12, 13). Luminal hiicre benzeri grubunun hepsi ER
pozitiftir. Luminal A grubu, en fazla ER ekspresyonu gosteren tumorlerdir. Luminal B
grubu tiimorler, luminal gruba 6zgii genleri orta diizeyde eksprese eder ve bazilar1t Her2
pozitiftir. p53 gen mutasyon sikligi luminal A grubunda luminal B grubundan daha
siktir. Bazal hiicre benzeri grubun %95’ ER negatiftir. Tablo 2.1°de ayrintili sekilde
verildigi gibi bazal hiicre benzeri grup aymi zamanda “triple” negatif meme kanser

fenotipine sahiptir (ER-, progesteron reseptoru [PgR-], ve Her2-) (14).

Tablo 2.1. Meme Kanseri Molekiiler Siniflandirilmasi (14, 15)

Luminal A: ER (+), PR (+), c-Erb B2 (-)

Luminal B: ER (), PR (%), c-Erb B2 (%)

Her-2 (+): ER (-), PR (-), c-Erb B2 (+)

—Normal hiicre benzeri: ER (-), PR (-), c-Erb B2 (-), CK5/6 (-), EGFR (-)
— Basal hiicre benzeri: ER (-), PR (-), c-Erb B2 (-), CK5/6 (+), EGFR (+)




2.1.2. Meme Kanseri Genetigi

Giinlimiize kadar kanser olusumunun genetik mekanizmasini agiklamaya yonelik
olarak gerceklestirilen molekiiler genetik ¢alismalar tiim kanserlerin olusumunda {i¢ gen
siifinin etkili oldugunu, bu genlerde meydana gelen mutasyonlarin kanserlesmenin
esasint  olusturdugunu gostermektedir. Bu genler sirasiyla proto-onkogenlerin
mutasyona ugramastyla aciga ¢ikan aktif kanser genleri onkogenler, tumdr supresor
genler ve DNA tamir genleridir. Meme kanserlerini olusumunda da bu ii¢ gen

sinifindaki mutasyonlar etkili olmaktadir.

Meme Kanserinde Onkogenlerin Rolt: Onkogenler, hiicre biyimesi ve
bolinmesinden sorumlu normal hiicre genleri olan proto-onkogenlerin mutasyona
ugramis bi¢imleridir. Meme kanseri olusumunda Her-2/neu/c-erbB2, c-myc, c-fos, c-

myb, bcl-1, H-ras, ER gibi onkogenlerin rolii bulunmaktadir (16).

Her-2/neu/c-erbB2’nin Roll: Her-2 kromozom 17ql11.2-q12’de lokalize olan
bir gendir. Bu genin Urind olan Her-2 proteini hiicre membraninin sitozole bakan
kisminda yerlesmis tirozin kinaz aktivitesine sahip EGFR reseptori Her-3 ve Her-4
reseptorii ile iligkili biiyiime sinyallerini sitoplazmadan nukleusa iletme gorevi
istlenmis bir proteindir. Her-2 proteini 17. kromozomun uzun kolunda bulunan c-erb-
B2 geni tarafindan sentezlenir. Her-2 reseptorleri aktif hale gelince hiicre igindeki sinyal
ileti yollarini etkinlestirerek hiicrenin degisimine ve ¢ogalmasina neden olurlar (13, 17).
Ayrica Her-2 geninin TGF-& gibi ¢esitli farkli ligandlar ile aktive edilmesi ya da
amplifikasyonu kanserlesmeye yol agmaktadir. Son zamanlarda bu gen 6nemli bir
biyomarker haline gelmistir. Transtuzumab Her-2 pozitif metastatik meme kanserli
hastalarin tedavisinde onemli bir tedavi cevabi1 gosteren onaylanmis ilk hedefli anti-

kanser ajanidir (16).

c-myc’nin Roli: c-myc geni 8q24°de lokalize, niikleus igerisinde islev goren,
hiicre boliinmesinde rol oynayan, dimerik yapida niikleer bir transkripsiyon faktoriinii
kodlamaktadir. Bu protein c-fos ve c-jun proteinleri ile birleserek heterodimerik yapida
bir kompleks proteini olusturmaktadir ve bu yapt meme kanserinde Ostrojen ve
progesteron tarafindan indiiklenmektedir. Burkitt lenfomasinda kromozomal
translokasyon sonucu aktiflenen myc geni hiicreyi hizla bolinmeye gotiirmektedir.

Kiiciik hiicreli akciger karsinomlarinda in vitro olarak c-myc geninin amplifiye oldugu
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ve bu tiimor hiicrelerinin amplifikasyonun olmadigi hiicrelere gore daha hizli ¢ogaldig

belirlemistir.

Noroblastomalarda myc  geninin  amplifikasyona ugradigi  saptanmuis,

amplifikasyon diizeyi klinik evre ve tedaviye yanitla yakin iligkili bulunmustur (16).

ER Genlerinin Roli: Meme timorleri 6strojen reseptdr anormal splicing’den
dolay1r variyant Ostrojen reseptorlerini igerdigi icin endokrin tedaviye direnclilik
gostermektedir. Meme kanserlerinin Ugte birinde Ostrojen ve progesteron reseptorleri
kaybolmus durumdadir ve bu tip tlimorler kotii prognoz gosterirler. Ayn1 zamanda
gerek ostrojen gerekse progesteron reseptor genlerinde meydan gelen polimorfizmler ve
metilasyon olaylar1 gibi degisiklikler meme kanserlerinin olusumunda onemli bir rol

oynamaktadir (16).

RAS Genlerinin Rolu: Hiicre membraninin i¢ yiiziine lokalize olmustur, GTPaz
aktivitesine sahiptir ve hicresel blytmenin kontroliinden sorumlu olan p21 proteinini
kodlamaktadir. p21 GDP bagh iken inaktif formdadir. Hicre blylime faktorl ile
uyarildiginda GDP GTP’ye c¢evirilmektedir. GTP baglayinca aktif hale gelen p21
sitoplazmik kinazlar1 aktifleyerek hiicre prolifersyonunu uyarici sinyalin cekirdege
iletilmesini saglamaktadir. Uyart sona erdiginde intrinsik GTPaz aktivitesi ile GTP
hidroliz olur ve p21 GDP bagl inaktif formuna doner. Mutasyona ugramis ras
onkogeninin iiriinli olan p21°in intrinsik GTPaz aktivitesi ¢ok diisliktiir. Bu durumda
p21 siirekli GTP bagh aktif formunda kaldigindan hiicre proliferasyona devam
etmektedir. H-ras, K-ras ve N-ras olmak iizere ii¢ homolog formu vardir. Insan
timdrlerinin yaklasik %30 kadarinda RAS genlerinin mutant olmasina karsilik timorii

cevreleyen saglikli dokularda RAS genlerinin normal oldugu belirlenmistir (16).

2.2. TREM (Triggering Receptors Expressed by Myeloid Cells)

2000 yilinda Bouchon ve ark. tarafindan yaymlanan “Cutting edge:
inflammatory responses can be triggered by TREM-1, a novel receptor expressed on
neutrophils and monocytes” makalesiyle TREM1’in kesfedilmesinden sonra TREM
proteinlerine olan ilgi giin gectikge artmustir. Inflamatuar hastaliklarda TREM
proteinlerinin biiyilik bir rolii oldugu bu ilgiyi daha da arttirmistir. Yapilan ¢alismalar

inflamatuar siirecte rolii olan bir¢ok hiicrede TREM’in varligindan séz edildigini



gostermistir. Sekil 2.1’de farkli calismalardan toplanan verilere gére TREM

proteinlerinin hangi hiicrelerde ifade edildigi gosterilmektedir.

Cell type/tissue Species
TREM-1

Meutrophils, CD14"8" Monocytes Hurman
NEK cell ling, fibrosarcoma (HT1080) Hurnan
Differentiated U337 cells Human
Lymph nodes, placenta, spinal cord, lung, spleen, and heart tissues Hurman
High expression: Monocytes, granulocytes, DCs, NK call Human
Low expression: T cells and all subsets of B cells except plasma cells

Mormal bronchial epithelial cells Hurman
Myofibroblasts and primary hepatic stellate cells Human
Gastric epithelial cell lines Human
Liver endothelial cells Mouse
Kupfer cells and neutrophils Mouse
Peritoneal macrophages Mouse
Immature dendritic cells Mouse
TREM-2

Monocyte derived dendritic cells Human
MK cell line, fibrosarcoma (HT1080), U937 and THP- Human
Activated macrophages, peritoneal macrophages, RAW264 cells Mouse
Ostoclasts Human
Microglia Mouse
High expression in CNS, heart and lungs as compared to lymph nodes, kidney, liver, and testes Mouse
TREM-3

RaW264, MT2 macrophage cell lines, and T cell lines Mouse
pDC-TREM (TREM-4)

pDCs (CD11c%! population) Mouse
TLT-1

Platelets and megakaryocytes Mouse
TLT-2

B cells, neutrophils, and macrophages Mouse

Sekil 2.1. TREM Ailesi Proteinlerin Hiicresel ifade Profilleri (18)

2.2.1. TREML1 ve Iliskili Oldugu Sinyal Yolaklari

TREM1, immunoglobulin siper ailesine ye, 30 kDa civarinda glikoprotein
reseptordir. TREM ailesi icerisinde inflamatuar sirecte roli oldugu bilinen bir
proteindir. Miyeloid hiicrelerde ifade edildigi bilinmektedir. Ayrica, notrofil ve monosit
aracili inflamatuar siiregte rolii oldugu bilinmektedir. Bu siregte bakteriyal ve fungal
enfeksiyonlarla tetiklenir ve pro-inflamatuar kemokinlerin ve sitokinlerin salinimini
stimiile ederek ayni zamanda hiicre yiizeyinde bulunan markerlerin artisina neden
olmaktadir. 2001°de yapilan bir ¢alismada bakteri ile enfekte olmus insanlarin monosit

ve notrofillerinde TREMZ2’in ifadesinin arttigi belirlenmistir. Sepsis i¢in nemli bir
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aract oldugu ve inflamasyonu arttirdigi bildirilmistir (19). Yapilan baska bir deneyde
farelerde gelisen tiimdrlerin TREM1 ifadesi bastirildiktan sonra akut kolitleri azalttig
ve kronik inflamasyon boyunca kolit indiiklii timo6r olusumunu engelledigi bildirilmistir
(20). Anlatilan 2 ¢alisma arasindan bu zamana kadar 12 yil ge¢mis olmasina ragmen
TREM1 ve inflamasyon ile ilgili yapilan caligmalar hala gegerliligini korumaktadir.

Hala bu konuda arastirilmay1 bekleyen bir¢ok konu bulunmaktadir.

TREML1 ve DAP12 iliskisinden de s6z edilmektedir. Bu birlikteligin direk olarak
sitokin iiretimini indiikledigi bildirilmistir. Sekil 2.2’de TREMZ1’in iliskili olugu sinyal
yolaklar1 gosterilmektedir. DAP12 ve TREML1 iliskisinde DAP12’de bulunan ITAM
domaininin fosforilasyonu Src ailesi kinazlarin aktivasyonuna neden oldugu
bilinmektedir. Syk aktive edilerek P13K, PLCy ve ERK gibi sinyal molekiillerinin de
icinde bulundugu sinyal yolaklarinin baglamasina neden olmaktadir. Bu siiregte Btk’nin
da fosforillenmesinin 6nemli oldugu bildirilmistir. TLR ve TREM1 iligkisinde IRAK-
1’in arac1 oldugu, NTAL’in da Ca akisinda 6nemli oldugu bildirilmistir (21).

TREMZY’in sitokin ve kemokin salimimina neden oldugundan daha oOnce
bahsedilmistir. TREMZL1’in IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, p40 ve TNFa gibi
proinflamatuar sitokinler ve MIP-1 o, membran kofaktor protein-1 ve -2, GM-CSF gibi
kemokinler bunlara 6rnek olarak verilebilir. Kemokin ve sitokin Gretimi 4 yolak
tarafindan kontrol edilmektedir: Jak-STAT, Akt, ERK1/2 ve NF-Kb (22-25).



TLR2 TLR4
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.
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Sekil 2.2.TREM1 ve Iliskili Oldugu Sinyal Yolaklar1 (21)

2.2.2. TREM2 ve iliskili Oldugu Sinyal Yolaklar

TREM2’nin ilk olarak, insan monosit tlrevli dentritik hiicrelerinde ve RAW264
fare makrofaj hicrelerinde ifade edildigi belirlenmis olup TREM1 homologu olarak
tanimlanmistir (22, 26). TREM ailesinin diger iiyelerine benzer sekildle TREM2,
transmembran bir glikoproteindir. TREMZ, tek bir ekstrasellller V-tipi immunoglobulin
benzeri domaine, pozitif yikli lizin rezidist iceren bir transmembran bdlgeye ve kisa

bir sitoplazmik kuyruga sahiptir (Sekil 2.3).
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Signal Peptide Immunoglobulin V-type

(1)1 30 40 55

hTREM2 (1) MEPLRLL "I'_'-"("-\HHT'T'\T'FQI AGQSLOVSCPYD KHWGRREAWCROQLG
mTrem2 (1)MGPLHQF TALSQALNTTVLOGEAGQOSLRVSCTYD KHWGRREAWCRQLG

(56) 56 100 110
hTREM2 (56) EKGPCORVVSTHN »J e Wi r“"TI-'\T"[‘Dl'T TITLENL FrPFH‘,"T YOC
mTrem2 (56) EEGPCORVVSTHG@WLL RNGSTVIADDTI TITLENLQAGDAGL r:;,

(111) 111 120 130 140 150 165
hTREM2(111) QS LHGSEABT LREVLVEVLADPLDHRDAGDLWFPGESESFEDAHVE l‘"I‘“r{aL' E
mTrem?2 (111) @S LRGREABVLOKVLVEVLEDPLDDODAGDLWVPEESSSFEGAQVEHSTSR- - - N

Tranimgmﬁranﬁ
(166) 166 18 1 200 210 220

nTREMzHGB)GEIP?:‘-'E'l'E‘ILLLLA('I LIKTLAASALWAAAWHGQKEG 'IFPPCE_.'_“.;E"HLEPF_'-I;_:-

mTrem2 (163) OETSFPPTSILLLLACHLLSKFLAASILWAVARGROQKPGTPVVRGLDCGODAGHD
(221) 221 230

hTREM2(221) LOTLPGLRDT ; " y .

mTrem2 (218) LOILTGPGGT Identity 68.3% ' Positive 74.8%

Sekil 2.3. 1__nsan ve Fare TREM2’sinin Protein Sekanslarimin Karsilastirilmasi. Sekans
Uzerindeki Yapisal Domainler (27)

Dendritik hiicreler, mikrogliya, osteoklast ve makrofaj gibi hiicre gruplarinda
ifade edilen TREM2, 40 kDa agirhiginda olan bir glikoproteindir. insan TREM2
cDNA’s1 1041 niikleotid uzunlugundadir. TREM2 genleri, insan 6p21 kromozomu,

farede ise 17C3 kromozomu tizerinde bulunmaktadir (28, 29).

TREMZ2, dendritik hiicrelerin yiizeyinde oldugu belirlenen DAP12 ile iliskili
reseptordir. Hamerman JA vd. (2006) ve Ito H vd. (2012) tarafindan yapilan
calismalarda TREM2’nin hiicre yiizeyindeki ifadesinin yabanil tiple kiyaslandiginda
DAP12 olmayan kemik iligi dendritik hiicrelerde ve DAP12 olmayan makrofajlarda
azaldig1 bildirilmistir. Bu bilgi 1s18inda TREM2/DAP12 kompleksinin, TREM2’nin
hiicre yiizeyindeki maksimum ifadesine ihtiya¢ duydugu belirtilmistir (30, 31).

TREMZ2’nin hiicre sag kalimi (protein kinase B-Akt), hiicre aktivasyonu ve
farklilasmasin1 (Syk, Erkl1/2, PLC-c) iceren sinyal yolaklarim1 da aktive ettigi
bilinmektedir. TREM2’nin ligasyonundan sonra DAP12’deki ITAM tirozin kinaz, Syk
ve/veya ZAP70 kinazlarin aktivasyonuna yol agan Src ailesi kinazlar tarafindan

fosforillendigi bilinmektedir (10).
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2.2.3. TREM2 ve DAP12 liskisi

Inhibitér ve aktivatdr sinyaller arasindaki denge immiin homeostazi igin
gereklidir. Immiin yanit, yiiksek derecede korunmus hiicre yiizey reseptdrleri tarafindan
dizenlenmektedir.  Immiinoreseptér ~ fonksiyonunun  diizenlemesi,  kontrolsiiz
inflamasyon i¢in olduk¢a 6nemlidir. Bu reseptorlerin ¢ogu ya adaptdr proteinler ile
iligkisi araciligiyla ya da direk kendi sitoplazmik domaini igerisinde ITAM
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif) olarak bilinen korunmus bir bolge
igerirler. ITAM, ilk olarak immiin sistemde tanmimlanmistir. Immiin sistemde, gen
indiiklenmesi, farklilagma, proliferasyon, adezyon, hiicre gociinii iceren ¢esitli hiicresel
yanitlar1 kontrol etmek icin gerekli oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte ITAM igeren
proteinlerin, bazi virlislerin genomlarinda kodlandigi ve hematopoetik olmayan

hiicrelerde de bulundugu bilinmektedir (10).

DAP12 (DNAX-activating protein) ITAM motifi icermektedir. DAP12’nin
ITAM igermesi onun sinyal yolaklarina aracilik etmesini kolaylastirmaktadir. DAP12,
KARAP (killer cell activating receptor-associated protein) ya da TYROBP (tyrosine
kinases binding protein) olarak da bilinmektedir (9). DAP12, TREMZ2’nin de icerisinde
bulundugu miyeloid hiicrelerdeki birkag reseptor ile iliskilendirilmektedir. DAP12’nin
NK hiicreleri tarafindan ifade edilen KIR (killer-cell immuoglobulin-like receptors) ile
iligkili oldugu bilinmektedir (32).

TREM2/DAPI12 iliskisinde, DAP12 iizerindeki ITAM motifinin Syk’nin artigina
neden olmasi, P13K ve MAPK’nin aktivasyonuna yol actig1 bilinmektedir. Bu nedenle
monosit turevli dendritik hiicrelerde TREM2’nin uyarilmasi Erk fosforilasyonunu ve

Ca*? mobilizasyonunu arttirmaktadir (33).

DAP12 proteinindeki ITAM motifine ragmen, DAP12’nin ayn1 zamanda negatif
sinyallerde verdigi gozlenmistir. DAP12-eksik makrofajlarda IL-6,I1L-2, P40 ve TNFa
gibi proinflamatuar sitokinlerin artis gosterdigi bildirilmistir. Bu negatif sinyaller ayni
zamanda Syk ve Erk sinyallerini de baslatmaktadir (34). Aynmi sekilde TREM2 eksik
farelerde de IL-6, TNFa gibi sitokinlerin indiiklendigi gosterilmistir (35). Diger bir
caligmada ise DAP12 yoklugunda NK hiicrelerinin IFN-y iiretimini ve sitolitik
aktivitesini baglattigi gozlenmistir, bu da DAP12’nin NK hiicrelerinde ayni1 zamanda
negatif sinyallere de neden oldugunu gostermistir (36). Son zamanlarda Hamerman ve

ark. tarafindan yapilan ¢alismada PTPN22 geni tarafindan kodlanan Lyp’nin
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varligindan bahsetmislerdir. Lyp, monositlerde TLR nin artisina neden oldugu, ayrica
Lyp’nin monositlerde TLR’nin inhibitér yolagmin regiilasyonunu azalttigi ve
TREM2/DAP12 inhibitor yolagini inhibe ettigi gosterilmistir (37).

TREM2 ve DAPI2 ile iligkili olan baska bir g¢alismada TREMZ2’nin
osteoklastlarda DAPI12 ile iliskili temel reseptor oldugu belirtilmistir. Bu c¢alismada
TREMZ2’nin ligasyonunun P13K’nin, ERK1 ve ERK2’nin aktivasyonuna neden oldugu
hiicre ici Ca*? mobilizasyonunu indiikledigi bildirilmistir. Ayrica TREM2 ligasyonunun
apoptozisi engelledigi de belirtilmistir. Adaptdr bir molekiil olan DAP10’ un TREM?2
ve DAP12 kompleksinde anahtar bir rolii oldugu belirlenmistir. SHIP1, TREM2 ve
DAP12 indiiklii sinyali DAP12’ye baglanarak inhibe etmistir. P13K’nin aktivasyonunu
engellemistir (38). SHIP1’in DAP12 ve TREM kompleksini engelleyen bir molekdl

oldugu diisiiniilmektedir.
Aktivasyon .
Inhibisyon
DAP12 DAP12 DAP10
DAP10 [T] =
—+ 1 A L
- F 1 \T + | plazma membram
Nlpwe,
L v|ly Y
| — £ O\ 8 1P
&5 1y | el N
| Akt |p—"" = P
N L~

r)

Y
[ Grb2 e
\\ ' I/s,;:\ll
Aktin \‘—/
Osteosklast Polimerizavonu
Farkhlasmas1

Sekil 2.4. Osteoklast ve Makrofajlarda DAP12 ve TREM2 liski Sinyal Yolaklar1 (38)

2.2.3. TREM2’nin Iliskili Oldugu Hastahklar

Sepsis ve Septik Sok: Sepsis, mikroorganizmalarin kanda siirekli bulunmasi ve
baz1 organ yetmezlikleri ile beraber goriilen klinik tabloya verilen addir. Sepsis
ilerledikge, 6liimciil sonug dogurabilecek septik soka yol agabilir. ilerledikce organlarda

fonksiyon bozuklugu meydana gelmektedir. Kanser hastalari, kemoterapiden sonra
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enfeksiyona ve sepsise yiiksek derece duyarli hale gelmektedirler. Sepsis, Toll-like
reseptorler tarafindan iiretilmektedir ve patojen birlesenlerinin algilanmasi ile
indiklenmektedir. TLR’ler, timor nekroz faktor a, interlokin 1 ve 6’y1 igeren sitokin
kaskadini baslatir (39, 40). Bu inflamatuar sitokinlere ragmen yapilan ¢alismalar yine de
sepsisin 6liime neden olabilecegini gostermektedir. Sepsis ile savagsmak i¢in TLR’lerin
bu proinflamatuar sitokinleri nasil indiiklediginin mekanizmasini anlamak 6nemlidir

(27, 41).

Her ne kadar sepsis ve TREML1 iliskisinden bahseden birgok yayin olsa da
TREMZ2’nin de sepsis ile iliskisi tizerinde de durulmaktadir. 2013 yilinda Chen Q. vd.
(2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada RT-PCR ile yapilan analiz sonucunda hastalarin
mRNA seviyelerine bakilmistir. Sepsis olan hastalarda TREM2 seviyesinin kontrol
grubuna gore artmis oldugu belirlenmistir (42). 2006°da yapilan bir ¢alismada TREM2
aktivasyonunun IL-4 ve IL-13 iliskili oldugu belirtilmistir (35). Chen Q. vd. (2013)’nin
yaptig1 calismada sepsis sirasinda IL-4’0n TREMZ2 ifadesini regiile ettigi saptanmistir.
IL-13 ve TREM2 arasinda herhangi bir iliski gozlenememistir (42, 43).

Nasu-Hakola Hastah@: TREM2 ve DAP12 tanimlandiktan sonra, TREM2 ve
DAPI12 eksikligi olan hastalar oldugu goriilmiistiir (44-46). Bu hastalik 1970’lerde
Finlandiya’dan Hakola ve Japonya’dan Nasu’nun caligma gruplarn tarafindan Nasu-
Hakola hastalig1 olarak tanimlanmistir (47, 48). Nasu-Hakola hastaligi ayn1 zamanda
PLOSL (polycystic lipomembranous osteodysplasia with sclerosing
leukoencephalopathy) olarak da bilinmektedir (49). Nasu-Hakola, nadir gorilen resesif
kalitsal bir hastaliktir. 2015 yilina kadar diinya genelinde sadece 200 vaka

belirlenmistir. Cogu vakanin Finlandiya ve Japonyadan oldugu gézlenmistir (27).

Hastalik 4 evreyle tanimlanmaktadir: gizli, kemiksel, erken nérolojik ve gec
norolojik. Normal ¢ocukluk donemi gizli donemi icermektedir. Hastaligin basladigi

dénem ergenlik donemidir.
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Sekil 2.5. Nasu-Hakola Hastalig1 Sonucunda Kemiklerde Meydana Gelen Kistler (50)

Kemiksel donem 15-30 yas arasi olarak tanimlanmaktadir. Hastalarin bu

donemde bilek, ayak, el ve ayak bileklerinde kemik kirilmalar1 olusmaktadir.

Erken ndrolojik evre boyunca 30-40 yaslarinda hastalar frontotemporal demansin
neden oldugu karakteristik degisiklikler gecirirler. Baslangicta hafif hafiza bozukluklari
sonrasinda ilerleyen hafiza bozukluklariyla kisilik degisimi gerceklesir. Nobetler sik
goriilmektedir. Geg¢ norolojik evrede hastalarda siddetli sekilde demans ilerlemesiyle
hastalar yatalak hale gelmektedir. Bu hastalik genellikle 50’li yaslarda ¢ok agir
seyrederek oliime yol agmaktadir (49, 51, 52). Ayrica bu hastaliga sahip olan kisilerde
kistik kemik bosluklar1 ve osteporoz gelismektedir (27).

TREM2 ve DAP12 beyinde mikrogliyada ifade edilmektedir. DAP12 eksik
farelerde miyelinizasyon, sinaptik dejenerasyon, aksonlarda sinaptik vezikdllerin
birikimi azalmigtir (27, 53).

Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada Nasu-Hakola hastaliginda TREM2’nin
onemi lizerinde durulmus ve TREM2/DAP12 kompleksinin inaktif edilebilmesi ile ilgili
caligmalar yapilmistir. Elde edilen verilere gore vy-sekretaz aktivitesinin inhibe
edilmesiyle TREM/DAP12 kompleksinin fonksiyonelliginin bozuldugu gdésterilmistir
(54). Sekil 2.4’de gosterildigi gibi y-sekretaz aktivitesi oldugunda DAP12 yapisindaki
ITAM sayesinde fosforillenerek Syk’nin aktive edilmesine neden olmaktadir. Syk

aktivasyonu da PLC aktivasyonuna, PLC aktivasyonu IP2 ve IP3’lin hicre
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membranindan salinimma ve endoplazmik retikulumdan Ca*?> mobilasyonuna neden
oldugu gosterilmistir. y-sekretaz  aktivitesi hasar gordiigiinde ise DAPI12
fosforillenememekte ve Syk aktivasyonu saglanamadigi i¢in TREM2/DAP12

kompleksinde ger¢eklesen olaylar zincirinin aksadigi gosterilmistir (54).

Fonksiyonel y-Sekretaz Fonksiyonel Olmayan y-Sekretaz

il e

f[Ca™]
!

Sekil 2.6. Hiicrede TREM2 Bagimli Sinyaller ve y-Sekretaz Aktivitesi (54)

Norodejeneratif Hastaliklar ve Alzheimer Hastahg:

Alzheimer Hastahgmda Genlerin Keshi

1991 1995 2005 2009 2000 2011 2012
APOEEd  P51* First PICALM* gy 1+ MS4A4 [ TREMZ
APP* ps2* published CLU® MS4AGE
Gwas CR1" :
GWAS CD2AP,

SQRL1,*
1996

Transgenis
Mause models

* Early onset Alzheimer's Disease- family based studies
* Late onset Alzheimer's Diseasecase control and family based studies

Range needed to identify genes: 3,000 - 27,000 cases and 11,000 - 41,000 controls

Sekil 2.7. Alzheimer Hastaliginda Genlerin Kesfi (55)

TREMZ2’de meydana gelen mutasyonlar Alzheimer hastaligi, Parkinson ve
Amyotrofik lateral skleroz gibi nodrodejeneratif durumlarin riskini arttirmaktadir.
TREM2 mikrogliyalarda DAPI12 ile inflamasyon olmadan apopototik ndronlarin ve
amiloyid beta peptidlerin fagositozunu tetikler. TREM2’de meydana gelen mutasyon bu

olaylarin tamamen tersine donmesine neden olmaktadir. TREM2’nin homozigot

16



mutasyonlari, frontotemporal demansa neden olmaktadir. R47H heterozigot varyanti
Alzheimer hastalig1 i¢in onemli oldugu bildirilmistir. APOE’nin E4 alleli Alzheimer
hastalig1 ile iliskilendirildikten sonra bulunan bu gen bu hastalik i¢in 6nemli bir gelisme

olmustur (56).

Microglia

Senile __‘h P k,.
plaque : ‘U'
gy & ——— Cytokines

/ ROS

J . -~

/ /T" 2 &

\
_— * No, TNF-«
L 4

Astrocyte

Microglial cell

Fagositoz Cell
/ membrane

ROS iiretimi

Agzalan sitokin

iiretimi

Agzalan B-Amiloyid
Artan Inflamasyon
Artan Alzheimer riski

Sekil 2.8. TREM2’nin Alzheimer Hastaligindaki Rolii (57)

TREM2 ve DAP12’nin birlikte fonksiyon kaybetmesi NHD/PLOSL olarak
adlandirilan otozomal resesif bir hastaliga neden olmaktadir. Bu hastalikta, hastalar
bunama ile sonuglanan ilerleyici ensefalopati ve sistemik kemik kistlerinden dolay aci
cekmektedirler. Hastalik 19q13 kromozomal bolgesi ile kalitilmaktadir ve son
zamanlarda yapilan analizlerde DAP12 tarafindan kodlanan TYROP’da ekson 1-4’de
biiyiik kromozomal bir delesyonun oldugundan bahsedilmektedir. TREM2’de meydana
gelen mutasyonlar NHD/PLOSL hastaliginda meydana gelen fenotiple benzer oldugu
goriilmiistir. TREMZ2’de meydana gelen mutasyonlarin diger nodrodejeneratif

hastaliklarla baglantisi oldugu kesfedilmistir (58).
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2.2.4. TREM3 ve TREM4

TREMS3, aktivator reseptordir, TREM3 kromozom 17 (zerinde lokalize olan
immin gen kompleksidir. TREM3 ortologu bir pseudogendir. 2002 yilinda Chung DH
vd. (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada birbirleriyle yiiksek derecede homoloji
gosteren 2 tane TREM ailesine Gye TREM-2a ve TREM-2b reseptorleri bulunmustur.
Bu reseptorlerin DAP12 ile iliskili oldugu belirlenmistir. Bu reseptorlerin WEHI-3
makrofaj kltuphanesinden elde edilen verilere goére TREM2 ile %20 homoloji
gosterdigi gortilmustir. Bu reseptorlerin  DNA sekanst TREM3 adi altinda gen

bankasina iglenmistir (59).

TREM3 transkriptlerinin RAW264.7 ve MT2 makrofaj hiicre hatlarinda oldugu
belirlenmistir. T hiicre hatlarinda da az da olsa ulundugu belirlenmistir. Ayrica
makrofajlarda, TREM3’tiin LPS tarafindan upregiile oldugu, IFN-gamma tarafindan
downregiile oldugu belirlenmistir. TREM1 ve TREM2 gibi TREM3 de DAP12 ile
etkilesim halindedir (59).

TREM4; CLM-9, CD300Lg, Nepmucin adlartyla da bilinmektedir. TREM4
transmembran bir glikoproteindir. Kapillar endotel, kalp dokular1 ve testiste bulundugu
bilinmektedir. TREM4’iin ifadesinin diizenlenmesi vaskiiler ve kalp hastaliklarinda
tedavici edici oldugu diistiniilmektedir. Farelerde TREM4’(in lenfosit adezyonuna
aracilik ettigi bildirilmistir (60, 61).
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3.1. Materyal

3.1.1. Cihazlar

Azot Tanki

Buz Cihaz1

Hassas Terazi

Is1 Blogu

Inkiibator
Kemoliminesans
Laminar Kabin
Manyetik Karistiric
Mikroskop

Otoklav

pH Metre

Santrifij

Santrifij

Shaker (Calkalayici)
Spektrofotometre
Su Aritma Cihazi
Su Banyosu
Western Blott Tank1

Vorteks

3. MATERYAL VE METOT

Taylor-Wharton
Scotsman AF 80
Ohaus

Benchmark

Thermo Scientific Heracell 150i
ChemiDoc-It?

Thermo scientific
Heidolph

Olympus

Hirayama

Mettler Toledo

Hettich universal 320R
Hermle

Benchmark Scientific
Biotek

Direct-Q 3UV
Benchmark

Bio-Rad

Heidolph
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3.1.2. Sarflar

10 pul’lik Pipet Ucu (RNAz, DNAz free)

100/120 pl’lik Pipet Ucu (RNAz, DNAz
free)

1000 pl’lik Pipet Ucu (RNAz, DNAz free)
5 ml’lik Pipet

10 mI’lik Pipet

15 ml’lik Santriftj Tapl

50 mI’lik Santrifuj Tupt

1,5 ml Mikro Santrifuj Tlpa

6 Kuyucuklu Plate

96 Kuyucuklu Plate

Neubauer Lami1

Hiicre Dondurma TUpu

PVDF Transfer Membrani, 0.45 mikron
30x30cm
Western Blot Filtre Kagidi1 20 cm x 20 cm

Nitroselliloz Transfer Membrani, 0.45
mikron, 30 cmx30cm

Mini Trans-Blot Filtre Kagidi

25 cm?’lik Hiicre Kiiltiir Kaplar1 (Flask)

75 cm?’lik Hiicre Kultiir Kaplar

Biohit, Cat No: 790011F

Biohit, Cat No: 790101F

Biohit, Cat No: 791001F

CAPP, Cat No: SP-5-C

CAPP, Cat No: SP-10-C

CAPP, Cat No: 5100015

KIRGEN, Cat No: KG2811

CAPP, Cat No: 5101500

Costar, Cat No: 3516

Costar, Cat N0:3599

Marienfeld, Cat No: 0640110

Nalge Company, Cat No: 5000-0020

UltraCruz, Cat No: PV4HY000GL

Thermo, Cat No: 88620

Manie Cat No:

1215230
Bio-Rad, Cat No: 1703932

Manufacturing,

Orange Scientific, Cat No: 5510100

Sarstedt, Cat No: 0312035
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3.1.3. Kimyasallar ve Reaktifler

Akrilamid, %98.5 ekstra saf
Amonyum Persilfat %98
Bovin Serum Alblimin
Custom TREM2 siRNA
Dimetil Stlfoksit

DMEM F12 1:1 mix

Etanol

Fetal Bovin Serum

Glisin

At Serumu

L-glutamin
4-lodofenilboronik asit
Luminata Classico Western HRP Substrate
Luminol

MDA-MB-231 Cell Avalanche
Transfeksiyon Ajani
MEGM

2-Merkaptoetanol, %99,ekstra saf
Metanol

N,N-Metilenbisakrilamid

Negatif Kontrol sSiRNA
Penisilin-Streptomisin

p-Kumarik Asit

Acros Organics, Cat No: 164835000
Acros Organics, Cat No: 201530010
Sigma, Cat No: A-7906

QIAGEN, Cat No:

Fisher Scientific, Cat No: BP231-100
Lonza, Cat No: BEO4-687Q
Sigma-Aldrich, Cat No: 32221
Sigma, Cat No: F9665

Carlo Erba, Cat No: 453807

Thermo Fisher, Cat No: 26050070
Lonza, Cat No: BE17-605E
Sigma-Aldrich, Cat No: 471933
Millipore, Cat No: WBLUCO0100
Sigma, Cat No: A-8511
Cat No:

EZ Biosystems, EZT-

MDAM-1
Lonza, Cat No: CC-3151

Acros Organics, Cat No: 125470010
Sigma-Aldrich, Cat No: 34885
Sigma, Cat No: M7256

Sigma, Cat No: SIC001

PAN Biotech, Cat No: P06-07300

Sigma, Cat No: C9008


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/26050070

Fosfat Tamponlu Tuz (PBS)

Prism Ultra Protein Ladder (10-245 kDa)

Prism Ultra Protein Ladder (10-180 kDa)

2-Propanol, minimum %99
Propidyum iyodit

Protogel (%30 Acr., %0,8 Bis)
Resolving Buffer

SKBR3 Cell Avalanche Transfeksiyon
Ajani
Skim Milk Powder

Sodyum Klorit

Sodyum dodesil stlfat
Sodyum hidroksit
Sodyum florit, %99
Sodyum ortovanadat, %99
Stacking Buffer

Stripping Buffer
Tetrametiletilendiamin %99
TREM2-4 siRNA
Tripsin-EDTA

Tris Base

Triton X-100

Trizma hidroklorid

Tween 20

Zymed, Cat No: 00-3002

Abcam, Cat No: ab116028

Abcam, Cat No: ab116027

Sigma, Cat No: 19516

Sigma, Cat No: P4170

National Diagnostics, Cat No: EC-890
National Diagnostics, Cat No: EC-892

EZ Biosystems, Cat No: EZT-

MDAM-1
Sigma Aldrich, Cat No: 70166

Carlo Erba, Cat No: 368257

Fisher Scientific, Cat No: BP166-500
Sigma-Aldrich, Cat No: 6203

Acros Organics, Cat No: 201295000
Acros Organics, Cat No: 205330500
National Diagnostics, Cat No: EC-893
Thermo, Cat No: 46430

Acros Organics, Cat No: 138455000
QIAGEN, Cat No: S100123368

PAN Biotech, Cat No: P10-019100
Fisher Scientific, Cat No: BP152-1
Sigma, Cat No: T8787

Sigma, Cat No: T5941

Sigma-Aldrich, Cat No: P1379
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3.1.4. Kitler

CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell
Proliferation Assay
FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit |

Protein assay kit

3.1.5. Antikorlar
p-actin
a-tubulin
Caspase-9 (Human Specific)
Donkey anti-rabbit IgG-HRP
Goat anti-rabbit IgG-HRP
Goat anti-mouse 1gG-HRP
TREM-2

Rabbit anti-mouse IgG-HRP

Promega, Cat No: G3582

BD Biosciences, Cat No: 556547

Bio-Rad Cat No: 500-0115

NeoMarkers, Cat No: RB-9421-P
Santa Cruz, Cat No: sc-8035

Cell Signalling, Cat No: 9502S
Santa Cruz, Cat No: sc-2313
Santa Cruz, Cat No: sc-2004
Santa Cruz, Cat No: sc-2005
Santa Cruz, Cat No: sc-48764

Santa Cruz, Cat No: sc-358920
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3.2. Metot

3.2.1. Hucre Kultura

Tablo 3.1. Calismada Kullanilan Hiicreler ve Hiicrelerin Ozellikleri

Hucre: MCF10A

ATCC Kodu: CRL-10317™

Doku: Meme

Hucre Tipi: Epitel

Hastalik: Normal (Fibrokistik)

Organizma: Homo sapiens

Biiyiime Ozelligi: Adherent (Yapisan)

Hucre: SKBR3

ATCC Kodu: HTB-30™

Doku: Meme

Hucre Tipi: Epitel

Hastalik: Adenokarsinom

Organizma: Homo sapiens

Biiyiime Ozelligi: Adherent (Yapisan)

(ER-,PR-, Her2+)

Hicre: MDA-MB-231

ATCC Kodu: HTB-26™

Doku: Meme

Hucre Tipi: Epitel

Hastalik: Adenokarsinom

Organizma: Homo sapiens

Biiyiime Ozelligi: Adherent (Yapisan)

(ER-,PR-, Her2-)
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Hucre: MCF7
ATCC Kodu: HTB-22™
Doku: Meme

Hucre Tipi: Epitel

Hastalik: Adenokarsinom

Organizma: Homo sapiens

Biiyiime Ozelligi: Adherent (Yapisan)
(ER+,PR+, Her2+)

Bu c¢alismada kullanilan tiim hiicreler ticari olarak ATCC (American Type
Culture Collection)’den temin edilmistir. MCF10A hiicresi, oliimsiizlestirilmis meme
epitel hucresidir. MDA-MB-231 ve SKBR3, MCF7 meme kanseri htcreleridir. Tablo
3.1’de belirtildigi gibi her ikisi ER-,PR- olan MDA-MB-231 ve SKBR3 hicreleri
HER?2’ yi farkl diizeyde ifade etmektedir. SKBR3, HER2 ifade ederken MDA-MB-231
ifade etmemektedir. Calismada bu hiicrelerin  tercih  edilmesinin  nedeni
oliimsiizlestirilmis meme epitel hicresi ile meme kanseri hiicrelerinin ve ayni zamanda
HER?2’yi ifade eden ve etmeyen iki meme kanser hiicresinin TREMZ2’yi ifade etme

duzeyleri arasindaki muhtemel iliskiyi ortaya koymaktir.

MCF10A hiicresi i¢in asagida igerigi verilen MEGM (Mammary Ephitelial Cell
Growth Medium) besiyeri, MDA-MB-231, SKBR3 ve MCF7 hiicreleri icin DMEM:F12

(Dulbecco’s modified eagle’s medium) besiyeri kullanilmistir (62).

DMEM:F12 Besiyeri
% 10 FBS
100 pg/ml penisilin streptomisin

2 mM L-glutamin

MEGM Besiyeri

% 5 At serumu

0,5 ml Hidrokortizon
%5’lik 200ul Kolera toksini
0,5 ml Insiilin

0,5 ml EGF
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0,5 ml GA-1000
2 ml BPE

Hiicre kiiltiirii islemleri laminar akimli kabinde yapilmistir. Hiicreler 37°C’de,
%5 COz2 igeren, nemlendirilmis inkiibatérde kiiltiire edilmistir. Yapilan tiim deneylerde

pasaj sayist 15’1 gegmeyen hiicreler kullanilmigtir.

3.2.2. Hucrelerin Cozulmesi

Hiicre ¢6zme islemine baslamadan o6nce +4 C°’de bulunan MEGM ve
DMEM:F12 besiyerleri su banyosunda (37 °C) isitilmistir. Hcreler —196°C 1s1ya sahip
azot tankindan alinip su banyosunda ¢oziildiikten sonra hiicre siispansiyonu 15 ml’lik
falkon tipler igerisine alimmistir. Hiicre silispansiyonu iizerine MDA-MB-231 ve
SKBR3 hiicreleri i¢in 4 ml DMEM:F12 besiyeri, MCF10A hiicresi icin 4 ml MEGM
besiyeri ilave edilerek hiicreler seyreltilmistir ve 1500 rpm’de 5 dk. santrifiij edilerek
yikanmasi saglanmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatan kisim atilip elde edilen pelet
uzerine MCF10A hicresi icin MEGM, MDA-MB-231 ve SKBR3 hucreleri igin
DMEM:F12 besiyeri eklenip pipetaj yapilarak pelet homojen hale getirilmistir ve
hiicreler toplam voliim 6 ml olacak sekilde 25 cm?’lik hiicre kiiltiir kaplarina alinip

kiiltliriin devami saglanmustir.

3.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Cozme islemi sonrasinda 25 cm?’lik hiicre kiiltiir kaplarina ekimi yapilan
hiicrelerin doluluk oranlar1 her giin faz kontrast 151k mikroskobu ile kontrol edilmistir.
%70 doluluk oranina ulasan hiicreler i¢in pasajlama islemine gecilmistir. Hiicrelerin
pasajlanmas: igin &ncelikle hicreler tzerindeki besiyeri atilmistir. 25 cm?’lik hiicre
kiiltir kaplarina 2 ml tripsin ilave edilmistir. Tripsin eklenen hicre kiltiir kaplart 5 dk.
%5 CO:2 iceren 37°C 1s1ya sahip inkiibatorde bekletilmistir. 5 dk. sonunda hiicrelerin
hiicre kiiltiir kaplarinin yiizeyinden kalkip kalkmadigr mikroskopta kontrol edilmistir.
Hdcreler hiicre kiiltiir kaplarinin yiizeyinden kaldirildiktan sonra tripsinin etkisini inhibe
etmek icin 3 ml besiyeri eklenip hiicreler steril 15 ml’lik falkon tiiplere alinmistir. 1500
rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santriflij sonrasinda siipernatan kisim atilip elde edilen
pelet (izerine DMEM F-12 ve MEGM besiyerleri ile siispanse edilip 75 cm?’lik hiicre

kiiltiir kaplarma alinmistir. Hiicrelerin ¢6zme isleminden sonra ilk olarak 25 cm?’lik
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hiicre kiiltiir kaplarina, hiicrelerin ilk pasajlama isleminden sonra 75 cm?lik hiicre
kiiltiir kaplarina aktarimi saglanmistir. Kiiltiiriin devaminin saglanmasi igin hiicreler
inkiibatore kaldirilmistir. Yapilacak olan deneyin gerekliligine gore hiicreler

pasajlanarak farkli kiiltlir kaplarina aktarimi yapilmistir.

3.2.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Dondurma Besiyeri
% 10 DMSO
%90 DMEM:F12 veya MEGM

Hicreler pasajlama islemi sirasinda tripsin ile kaldirilip 15 ml’lik falkon igerine
alimmustir ve 1500 rpm’de, 5 dk. santrifiij edilmistir. Siipernatan kisim atildiktan sonra
pelet lizerine yukarida igerigi verilen 1 ml dondurma besiyeri eklenip pelet homojen
hale getirilmis ve hiicre igerigi dondurma tiiplerine alinmistir. Dondurma tupleri
igerisine alinan hiicreler -80°C’ de bir gece muhafaza edildikten sonra azot tankinda -
196 °C’ de saklanmuistir.

3.2.5. Hiicrelerin Sayilmasi

Hiicre kiiltiirii testleri igin hiicreler yapilan testlere bagl olarak 25 cm?’lik hiicre
kiiltir kaplarma, 6 kuyucuklu ve 96 kuyucuklu platelere alinmistir. Farkli kiiltiir
kaplarina alinirken dikkat edilmesi gereken her zaman her kuyucukta esit sayida hiicre
olmalidir. Bu amagla yapilan testler igin belirli sayida hiicrelerin alinmasini saglamak
amaciyla hiicre saymmi yapilmistir. Hiicre sayimi i¢in Neubauer lami kullanilmistir.
Neubauer lami Uzerinde 16’sar kareden olusan, hacmi 0,1 pl olan toplam doért alan
bulunmaktadir. Toplam dort alandaki Sekil 3.1°de gosterildigi gibi kirmizi ile segili kare
cizgisi icindeki htcreler sayilir ve ortalamalar1 alinarak, alan basina diisen ortalama
hlicre sayis1 hesaplanir. Hicrelerin ¢ok yogun oldugu zamanlarda slispansiyon dilie
edilir ve yapilan hesaplamaya dilusyon faktori de dahil edilir. 1 ml’deki hiicre sayzst;

Ortalama canl1 hiicre sayis1 x diliisyon faktorii x 10* formiilii ile hesaplanmustir.
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1 mm

Sekil 3.1. Neubauer Lami
3.2.6. Hiicre Lizat1 Elde Edilmesi

Liziz Sollsyonu
1 ml %1 Triton X-100
150 mM NaCl

25 mM Tris

Liziz soliisyonu hazirlamak i¢in 50 ml dH2O (zerine Tris eklenip ¢ozlinene
kadar karistirilmistir. Coziindiikten sonra pH 7.6’ya ayarlanmistir. Karisima NaCl
eklenerek ¢oziilmiistiir. Sonra 1ml Triton-X-100 eklenip ¢oziilmiistiir. Son pH 7.9’a
getirilerek +4°C de muhafaza edilmistir. Liziz solisyonunu her kullanimdan 6nce 2 ml
soliisyona 2L NaF ve 2 uL NasVOs eklenmistir.

Hiicre lizat1 hazirlanmasi hiicrelerin western blot isleminde kullanilmak iizere
hazirlanmasinda ilk basamaktir. Bu islem i¢in bolim 3.2.3’de belirtildigi gibi pasaj
islemi yapilan hiicreler 15 mI’lik tiiplere alinip 1500 rpm’de 5 dk. santrifiij yapilmistir.
Slpernatan atildiktan sonra pelet iizerine 1 ml PBS eklenerek hiicreler 1,5 ml’lik
ependorf tiiplere alinmistir. Pelet, PBS ile yikanip homojen hale getirilmistir. Ependorf
tipler 13000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmistir. Siipernatan atildiktan sonra pelet
Uzerine hiicre sayisina bagli olarak (2 milyon hiicre igin 160ul) lizis soliisyonu
eklenmistir. Siispansiyon 15 saniye vortekslenmistir ve buz {izerine alinarak 10 dk.

bekletilmistir. Bu islem 3 kez tekrarlanmistir. Son olarak hiicre slispansiyonu 13000
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rpm’de 10 dk. +4°C’de santrifiij edilmistir. Sipernatan yeni bir ependorf tiipe alinmistir.
Elde edilen lizatlar -80°C’de saklanmistir (63).

3.2.7. Protein Miktarmin Olgiilmesi

Hiicrelerden elde edilen lizatlarin total protein miktarinin belirlenmesi amaciyla
protein assay kit (Bio-Rad Cat No: 500-0115) kullanilmistir. Olgiimde kullanilmak
tizere BSA (Bovine Serum Albumin) standart1 hazirlanmistir. 10 mg BSA, 1ml dH>O’da
cOzdiirlilerek olusturulan ana stoktan 6,25, 12.5, 25, 50 pg/ul’lik konsantrasyonlar
seklinde hazirlanmistir. Hazirlanan her 4 standart ve dH2O, 96 kuyucuklu plaklara her
biri 5 pl olacak sekilde eklenmistir. Lizati hazirlanan 6rnekler -80°C’den alinip buz
tizerinde ¢ozlinmesi saglandiktan sonra toplam hacim 5 pl olacak sekilde 96’lik plaga
yiiklenmistir. Yiikleme yapildiktan sonra 6rnekler {izerine kit i¢erisinde yer alan 20 pl S
soliisyonu + 1 ml A soliisyonu belirtilen oranlarda karistirilip her kuyucuk tizerine 25 pl
eklenmistir. Daha sonra kit igerisinde yer alan B solusyonu 200 pl her kuyucuga

eklenmistir. Hazirlanan 6rneklerin spektrofotometrede 750 nm’de 6l¢iimii yapilmaistir.

3.2.8. Western Blot Analizi

10x TBS (Tris Buffer Salin) (1 It) (+4°C)
31,59 Tris-HCI

80 g NaCl

ph=7,6

1x TBS/Tween (1 It)
900 ml dH.0O

100 ml TBS

2 ml Tween-20

10x Yurutme Soltsyonu (1 It) (+4°C)
30 gr Tris
144 gr Glisin
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1x YUrutme Solusyonu (1 It)
100 ml 10x Yurutme Solisyonu
%10 SDS 10ml

890 ml dH,0

Transfer Solisyonu (1 It) (+4°C)
100 ml 10x Yritme Sollisyonu
700 ml dH.0

200 ml Metanol

Y Ukleme Soltsyonu (-20°C)
7 ml 0,5 M Tris-HCI ph:6,8
3,6 ml Gliserol

19 SDS

1,2 mg Bromofenol Blue

%18’lik Ayirici Jel

2,25 ml dH20

3,6 ml %30 ACA/bis ACA
2ml 1,5 M Tris ph:8,8
80ul %10 SDS

80ul %10 APS

8ul TEMED

%6’Iik Depolayici Jel
2,6 ml dH20

1 ml %30 ACA/bis ACA
1,25 ml 0,5M Tris ph:6,8
50pl %10 SDS

50pl %10 APS

5 ul TEMED
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Bolim 3.2.6’da anlatildigi gibi hiicre lizati yapildiktan sonra bolim 3.2.7°de
anlatildigr gibi her 6rnek i¢in protein dl¢limii yapilmistir. Her hiicre hatti lizatindan 40
pg total protein iceren Ornekler %6-18’lik kademede sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide jel (SDS-PAGE) elektroforezi ile 90 voltta yirutilerek nitroseliiloz
membrana transfer edilmistir. Transfer islemi 30 voltta gece boyu buz iizerinde
yapilmigtir (wet-blot). Transfer islemi sonrasinda membran, Tween 20 iceren TBS
(Tris-Buffer-Salin) (TBS/T) ile hazirlanan %5°1lik siit tozu solisyonunda 1 saat
blotlanmistir. Bu islemden sonra 5 kez TBS/T ile 10’ar dk. araliklarla yikanmustir.
%2,5’1uk siit tozunda 1:1000 oraninda seyreltilen TREM2 ve diger antikorlarla bir gece
+4°C’de inkiibe edilmistir. Ardindan 3 kez TBS/T ile 10’ar dakika yikanmistir.
TBS/T’de hazirlanan %2,5’luk siit tozu soliisyonunda horseradish peroxidase-
conjugated anti-rabbit veya anti mouse (antikor datasheetinden bakilarak karar verilir)
sekonder antikoru ile oda sicakliginda 1 saat muamele edilmistir (64). Membran 5 kez
TBS/T ile yikanmistir. Yikamalar sonrasinda 1:1 oraninda karistiritlan Luminol ve
peroksit ile muamele edilerek UVP ChemiDoc-It?> kemoliiminesans cihaz1 ile
gorintilenmistir. Orneklerin esit yiiklenip yiiklenmediginin anlasiimas1 igin PB-aktin
antikoru kullanilmistir. Sekonder antikor muamelesi sonrasinda yikamalar yapilarak

goriintiilenmistir. Bant yogunluklar1 ImageJ programi kullanilarak analiz edilmistir.
3.2.9. siRNA Sistemlerinin Olusturulmasi

Hedef Sekans :5-AAGGAAGATGATGGGAGGAAA-3
Anlamli (Sense ) zincir :5-GGAAGAUGAUGGGAGGAAATT-3
Anlamsiz (Anti Sense) zincir :5-UUUCCUCCCAUCAUCUUCCTT-3

siRNA sistemlerinin dizaym1 igin IDT teknolojinin siRNA dizayn toolu
kullanilmistir. TREM2 i¢in yukarida verilen dizi BLAST yapilarak spesifik baglanma
oldugu goriilmiistiir. Stok 10 nM olacak sekilde hazirlanmistir. Yapilan denemelerde 50
ve 75 nM TREM2 siRNA’s1 ve kontrol siRNA kullanilmistir. En uygun doz secilerek
calismaya o doz iizerinden devam edilmistir. Hiicre igerisine siRNA’nin aktarimi i¢in
hiperfekt kullanilmistir.  siRNA i¢in uygun saat araligi belirlenerek deneylerde

uygulanmustir.
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3.2.10. Tripan Mavisi Testi (Trypan Blue Exclusion Assay)

25 cm? hiicre kiiltir kaplarma ekimi yapilan hiicrelere siRNA tedavisi
uygulanmistir. Hiicreler 48 saat inklibe edilmistir. 48 saat sonunda hiicre yizeyindeki
besiyeri ayr1 ayri falkon tiiplere alinmistir. Hiicreler tripsin yardimiyla hiicre kaltur
kaplarinin yiizeyinden kaldirilarak falkon tiiplere aktarilmistir. 15.000 g’de 5 dk.
santrifiij yapilarak hiicrelerin ¢okmesi saglanmistir. Siipernatan uzaklastirilip pelet
tizerine PBS eklenmistir. Hiicrelerin homojen hale gelmesi saglanmistir. Stspansiyon
igerisinden 50 pl almip 50 pl trypan blue ile karistirilip neubauer laminda 10 pl
kullanilarak saymm islemi yapilmistir. (Hicrelerin ¢ok yogun oldugu zamanlarda
stispansiyon dille edilir ve yapilan hesaplamaya dilusyon faktort de dahil edilir.) Bu
islem sonucunda hesaplama; Ortalama canli hiicre sayis1 x diliisyon faktori x 10

seklinde yapilmastir.

3.2.11. Hucre Proliferasyon Testi (MTS)

Bu bolimde 25 cm? hiicre kiiltiir kaplarina ekimi yapilan hiicrelere siRNA
tedavisi uygulanmistir. Hiicreler 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra
hiicreler 96 kuyucuklu platelere her kuyucukta esit hiicre olacak sekilde besiyeri ile
birlikte ekilmigtir. CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay,
Promega kiti kullanilarak her kuyucuga 10 pl eklenmistir. 2 saat inkiibatdrde
bekletilerek spektrofotometrede 490 nm’de 6l¢tim yapilmastir.

3.2.12. Koloni Olusturma Testi (Colony Formation Assay)

MDA-MB-231, MCF10A ve MCF7 hicreleri 6 kuyucuklu platelere her
kuyucukta 1000 hicre toplam voliim 2 ml olmak {izere ekilmistir. Ekim isleminden 1
giin sonra hiicreler plate ylizeyine tutunmustur. Tutunan hiicreler iizerine siRNA
tedavisi uygulanmistir. Tedaviden 24 saat sonra hicreler Uzerindeki besiyeri
uzaklagtirilmistir. Hiicreler 7 giin siireyle inkiibatorde muhafaza edilerek kiiltiiriin
devami saglanmistir. Bu siire sonunda tekrar siRNA tedavisi uygulanmistir. Yine ayni
islem yapilarak 24 saat sonra besiyeri degistirilip hilcreler tekrar 7 gin inkibe
edilmistir. Bu islemler sonunda hiicre yiizeyinden besiyeri uzaklastirilarak kristal viole
ile hiicreler boyanmistir. Koloni olusturan hiicrelerin boyandigi gézlenmistir. Hiicrelerin

151k mikroskobu altinda fotograflar1 ¢ekilmistir.
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3.2.13. Propidiyum Iyodiir (PI) ile Boyama

Bolim 3.2.9°da anlatildigr gibi siRNA uygulamasi yapilan hiicreler iizerindeki
besiyeri 48 saat sonra falkon tliplere alinmistir. Hiicreler tripsin ile kaldirilarak falkon
tuplere ilave edilmistir. Tipler 1500 rpm’de 5 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasinda siipernatan pelet iizerinden uzaklastirilmigtir. Pelet 1 ml PBS ile homojen
hale getirilmistir. PBS ile yikanan hiicreler tekrar santrifiij edilmistir. PBS hiicre
yizeyinden uzaklastirilmigtir. Pelet %70’lik soguk etanol ile homojen edilmistir. Bu
islem sirasinda falkon tiipler vorteks tiizerindeyken etanol yavas yavas eklenerek
hiicrelerin iyice homojen hale gelmesi saglanmigtir. Tiipler 30 dk. buz iizerinde
bekletilmistir. 5 dk. 2700 rpm’de santriflij yapilarak etanol uzaklastirilmigstir. Pelet 2
kere PBS ile yikanarak hiicre ylizeyinden etanolun tamamen uzaklastirilmasi
saglanmistir. Pelet iizerine 50 ul Rnase A (stok: 100 ug/ml) eklenip pipetaj yapilmstir.
Rnase A Uzerine 250 pl PI (stok: 50 pg/ml) soliisyonu eklenip pipetaj yapilmistir. Son
karistm 5-10 dk. oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra flow sitometride analiz

edilmistir.

3.2.14. Yazilm ve Veritabanlar:

ImageJ Western Blot sonuglarini analiz etmek i¢in kullanilmustir.
Excel 2013 Sonuglarin grafik haline getirilmesi i¢in kullanilmistir.
Endnote Kaynaklari diizenlemek i¢in kullanilmustir.

3.2.15. istatistiksel Analiz

Western Blot sonuglarina gore elde edilen veriler ImageJ programi kullanilarak
sayisal veriler elde edilmistir. Elde edilen sayisal veriler student t test kullanilarak

istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Calismada Kullanilan Hiicrelerin Canlilik ve Doluluk Oranlari

MCF10A, MDA-MB-231, SKBR3 ve MCF7 hiicre hatlart %70 doluluga
ulaginca bolum 3.2.3’de anlatildigi gibi pasajlanmistir. Yapilan deneylerde pasaj sayisi
15’ i gegmeyen hiicreler kullanilmistir. Sekil 4.1’de calismada kullanilan hiicrelerin

morfolojik yapilar goriilmektedir.

100x 200x

MDA-MB-231

MCF10A [

Sekil 4.1. Calismada Kullanilan Hiicrelerin Isik Mikroskobundaki Goriintiileri
(100x, 200x)
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4.2. MCF10A, MDA-MB-231, MCF7 ve SKBR3 Hucre Hatlarinda TREM?2

Varhginin Belirlenmesi

Bu boliimde kiiltiirii yapilan hiicrelerin bolim 3.2.6°da belirtildigi gibi lizati
yapilarak protein miktar1 6lgiilmistiir. Total protein miktarina gore her drnekten 40 g
olacak sekilde Western Blot icin yiikleme yapilmistir. WB yontemi ile TREM2
ifadesine bakilmistir. Bir house-keeping gen olarak bilinen g-actin geninin ifadesi de bu
analizde yiiklenen proteinin miktarinin esit oldugunu gostermek amaciyla kontrol olarak

kullanilmistir. Ayrica bu amag¢ dogrultusunda a-tubulin de kullanilmistir.

WB ile TREM2 ifadesi bakilan hiicreler sirasiyla; MDA-MB-231 igin P6, MCF7
icin P5, SKBR3 icin P4, MCF10A icin P5 pasaj numarasiyla kullanilmistir. Yapilan
WB analizinde bant yogunlugunu degerlendirmek ic¢in ImageJ programi kullanilmistir.
Image programi ile degerlendirilen bant yogunluklari Microsoft Office Excel 2013

programinda grafik haline getirilmistir.

WB analizi sonuglar1 Sekil 4.2°de gorulmektedir. Yapilan analizden elde edilen
verilere gore diger hiicre gruplariyla karsilastirildiginda MCF10A hicresinin en yiiksek
TREM?2 ifadesine sahip oldugu goriilmiistiir. Sekil 4.3’de Imagel ile degerlendirilen
bant yogunluklarina bakildiginda MCF10A hiicresinin en yiiksek bant yogunluguna
sahip oldugu MDA-MB-231 ve MCF7 hiicrelerinin bant yogunluklarinin esit oldugu,

SKBR3 hiicresinin ise en az oldugu goriilmektedir.

MCF10A MDA-MB-231 MCF7 SKBR3

ﬂﬁ& : 40 kDa

TREM2

B-actin 43 kDa

Sekil 4.2. MCF10A, MDA-MB-231, MCF7, SKBR3 Huicrelerinde TREM2 ifadesi
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* Bant Yogunluklar:
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MCFI10A MDA-MB-231 MCF7 SKBR3
Hiicre Hatlan

Sekil 4.3. MCF10A, MDA-MB-231, MCF7, SKBR3 Hiicrelerinde Bant
Yogunluklariin Karsilagtirilmasi (*=p<0,05)

Sekil 4.2°de MCF10A ifadesinin asir1 yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu sebeple
cihaz tarafindan fazla 1s1ma yapilip goriintiinlin alinmaya c¢alisilmasi1 diger hiicrelerde
bir ifade varsa bile yok gibi gostermektedir. Bu amacla bir sonraki analizde MCF10A
hiicresi ¢ikarilarak diger hiicreler arasinda TREM2 ifadesi bakimindan bir fark olup

olmadig1 analiz edilmistir.

MDA-MB-231 MCF7 SKBR3

TREM2 30 kDa

o-tubulin ; 55 kDa

Sekil 4.4. MDA-MB-231, MCF7, SKBR3 Hiicrelerinde TREM?2 ifadesi
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Sekil 4.2°de net olarak gorilemeyen TREM2 ifadesi daha net bir sekilde Sekil
4.4’de gorulmektedir. Yine bir onceki WB analizinde elde edilen sonucglara benzer
sonuglar elde edilmistir. Ug meme kanseri hiicre grubu karsilastirildiginda SKBR3’{in
digerlerine gore daha az miktarda TREM2 ifadesi oldugu goriilmiistiir.

Bant Yogunluklar:
*
14
1,2
ﬁ 1
E 0,8
5]
= 06
g
a 04
0,2
0
MDA-MB-231 MCEF7
Hiicre Hatlar

Sekil 4.5. MDA-MB-231, MCF7, SKBR3 Hiicrelerinde Bant Yogunluklarinin
Karsilagtirtlmasi (*=p<0,05)

Sekil 4.5°de SKBR3 ve MDA-MB-231 hiicresi arasinda anlaml bir fark oldugu
yapilan analiz sonucu belirlenmistir (p<0,05). Ayni sekilde MCF7 ve SKBR3 hiicreleri
arasinda da anlamli bir fark bulunmaktadir. Sekil 4.3’te de goriildiigi gibi SKBR3 diger
iki hiicreyle kiyaslandiginda TREM2 ifadesinin daha az oldugu belirlenmistir.

Bu boélimden elde edilen sonuclara gore MCF10A (6limsizlestirilmis meme
hiicresi) ve SKBR3,MDA-MB-231,MCF7 (meme kanseri hiicreleri) kiyaslandiginda
MCF10A’nin TREM2’yi daha yiiksek diizeyde ifade ettigi belirlenmistir.

Meme kanseri hiicre gruplart karsilastirildiginda ise SKBR3 hiicresinin TREM2
ifadesinin daha az oldugu, ii¢c meme kanseri hiicre grubu igerisinde TREM2’yi en
yuksek diizeyde ifade edenin MDA-MB-231 hiicresi oldugu saptanmustir.
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4.3. siRNA sistemleri ile TREMZ2 ifadesinin baskilanmasi

MDA-MB-231 hiicresinde TREM2 ifadesinin TREM2#4 siRNA’s1 ile daha fazla
baskilandig1 (p<0,05), kontrol sSiRNA ve tedavisiz grup (siRNA uygulamasi yapilmayan
grup) arasinda belirgin bir fark olmadig: sekil 4.6’da goriilmektedir.

< g

g
z s %

] (]
= £= =<= S 3
= £ < Eéozd: mé
= M A Ega f 5

TREM2 30 kDa

o-tubulin 55 kDa

I

Sekil 4.6. MDA-MB-231 Hiicresinde TREM2 Protein Ifadesinin Baskilanmasi

WB analizi ile elde edilen veriler sekil 4.7°de grafik haline getirilmistir. Grafikte
tedavisiz grup ile kontrol grubu arasinda belirgin bir fark olmadigi, TREM2#4
siRNA’sinda baskilanmanin %70 civarinda oldugu saptanmistir (p<0,05).

120

100

80

60

Yiizde

40

20

Tedavisiz Kontrol 50 nM TREM2#4 50 nM TREM2 custom
50 nM

Tedavi Gruplan

Sekil 4.7. TREM2 ifadesi siRNA ile Baskilanan MDA-MB-231 Hiicresinde Western
Blot Analizi ile Bant Yogunluklarinin Karsilastirilmasi (*=p<0,05)
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Kontrol siRNA

Tedavisiz
Sadece
Hiperfekt

50 nM

SsiRNA 50 nM
TREM2# 4
siRNA 50 nM

g
g
wm
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=
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TREM2

B-actin | 43 kDa

Sekil 4.8. SKBR3 Hiicresinde TREM2 Protein Ifadesinin Baskilanmasi

SKBR3 hiicresinde sekil 4.9’da goriildiigii gibi TREM2 ifadesinde
baskilanmanin TREM2#4 siRNA’siyla %67 civarinda oldugu saptanmistir (p<0,05).
Sekil 4.8°de goriildiigii gibi tedavisiz grup ve sadece hiperfekt kullanilan grup arasinda
herhangi bir fark belirlenmemistir. Fark goriilmemesi hiperfektin tek basina hiicreler
iizerinde herhangi bir baskilayici etkisi olmadigini1 gostermektedir. Ayn1 sekilde kontrol

ve tedavisiz grup arasinda da belirgin bir fark saptanmamastir.

120
*

100

80
60
40
| -
0

Tedavisiz Sadece Kontrol 50 nM TREM2 custom TREMz#rI 50
Hiperfekt 50 nM

Yiizde

=}

Tedavi Gruplan

Sekil 4.9. TREM2 ifadesi siRNA ile Baskilanan SKBR3 Hiicresinde Western Blot
Analizi ile Bant Yogunluklarinin Karsilastirilmasi (*=p<0,05)

Sekil 4.10’da WB sonucu elde edilen veriler Sekil 4.11’de grafik haline

getirilmistir. Grafikte kontrol siRNA ve tedavisiz grup arasinda fark olmadigi ayni
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sekilde tedavisiz grup ile sadece hiperfekt kullanilan grup arasinda da fark olmadigi
belirlenmistir. TREM2 ifadesinin MCF10A hiicresinde TREM2#4 siRNA’s1 ile %68
oraninda baskilandig1 saptanmistir (p<0,05). TREM2 custom ile bu oranin %40

civarinda oldugu saptanmistir.

Kontrol siRNA
TREM2 custom
| siIRNA 50 nM

50 nM
TREM2# 4
siRNA 50 nM

Tedavisiz
Sadece
Hiperfekt

¥

30 kDa

Sekil 4.10. MCF10A Hiicresinde TREM2 Protein Ifadesinin Baskilanmasi

B-actin

120 *
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Tedavisiz Sadece Kontrol 50 nM TREM2 custom TREM2#4 50
Hipertfekt 50 nM

Yiizde

Tedavi Gruplar

Sekil 4.11. TREM2 ifadesi siRNA ile Baskilanan MCF10A Hiicresinde Western Blot
Analizi ile Bant Yogunluklarinin Karsilagtirilmasi (p<0,05)

Sekil 4.12’de MDA-MB-231 hucresinde tedavisiz grubun kontrol siRNA ile

karsilastirilmasi yapilmistir. 50 ve 75 nM’da kontrol siRNA i¢in gruplar arasinda fark

olmadigr goriilmiistiir. Tedavisiz ve kontrol grubu arasinda belirgin bir fark

gorilmemistir.
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100x 200x

Tedavisiz

Kontrol siRNA [
50 nM

Kontrol siRNA |
75 nM

TREM2#4 siRNA
50 nM

TREM2#4 siRNA
75 nM

TREM2 custom
siRNA 50 nM

Sekil 4.12. MDA-MB-231 Hucresinde Tedavisiz Grup ile Kontrol siRNA ve TREM2
siRNAlar1 ile Muamele Edilen Hicrelerin Mikroskop Goruntulerinin
Karsilagtirilmasi (48 saat) (100x, 200x)
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Sekil 4.12°de MDA-MB-231 hiicresinde farkli iki marka TREM2 siRNA’s1
kullanilmistir. 48 saat sonrasinda hiicrelerde TREM2#4 50 nM’da tedavisiz gruba goére
belirgin bir fark goriilmektedir. 50 nM’da hiicrelerin 6lmeye basladigi, TREM2 custom

SiRNA ile 50 nM’da ise 6liim oraninin daha fazla oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.13’de MCF10A hiicresinde 48 saat sonra kontrol siRNA ve tedavisiz
grup karsilastirlmistir. Onemli dlgiide bir fark olmadig1 saptanmustir. 75 nM Kontrol
siRNA’da 6liim oraninin 50 nM’a gére biraz fazla oldugu belirlenmistir. Tedavisiz grup
ile TREM2#4 50 nM, TREM2#4 75 nM ve TREM2 custom siRNA karsilastiriimigtir.
Tedavi yapilmayan gruba gére 50 nM’da her iki siRNA’da hiicrelerin 6lmeye basladigi

gbzlenmistir. 75 nM’da ise 6liim oraninin biraz daha fazla oldugu gozlenmistir.
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100x 200x

Tedavisiz

Kontrol siRNA [
50 nm 4

Kontrol siRNA
75 nm

TREM2#4 siRNA
50 nM

TREM2#4 siRNA
75 nM r

TREM2 custom
siRNA 50 nM

Sekil 4.13. MCF10A Hiucresinde Tedavisiz Grup ile Kontrol siRNA ve TREM2
siRNAlar1 ile Muamele Edilen Hicrelerin Mikroskop Goriintulerinin
Karsilagtirilmasi (48 saat) (100x, 200x)
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Sekil 4.14’de SKBR3 hiicre hattinda tedavisiz grup, kontrol siRNA ve TREM2
custom 50 nM karsilastirilmistir. Beklenildigi gibi kontrol SiRNA ve tedavisiz grup
arasinda fark goriilmemektedir. TREM2 custom 50 nM’da ise hicrelerin 6lmeye

basladig1 belirlenmistir.

Tedavisiz |

Kontrol siRNA
50 nM

TREM2 custom
siRNA 50 nM

Sekil 4.14. SKBR3 Hiicresinde Tedavisiz Grup ile Kontrol siRNA ve TREM2 Custom
ile Muamele Edilen Hiicrelerin Karsilastirilmasi (48 saat) (100x, 200x)

TREM2 ifadesinin baskilanmasi1 WB ile analiz edildikten sonra 50 nM’1n siRNA
uygulamasi i¢in uygun doz oldugu mikroskop goriintileriyle de desteklenmistir.

Calismanin devami i¢in 50 nM uygun doz olarak belirlenmistir.
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4.4, TREM2 ifade Edilmeyen Hiicreler ve ifade Edilen Hiicrelerde
TREM2’nin Hucre Proliferasyonu Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Hiicre proliferasyonunu belirlemek amaciyla hiicreler 50 nM kontrol siRNA ve
50 nM TREM2 siRNA ile muamele edildikten 48 saat sonra MTS (hiicre proliferasyon

testi) ile analiz edilmistir. Bu test ile hiicre canlilig1 belirlenmistir.

Sekil 4.15°de MDA-MB-231 hicresinin spektrofotometreden elde edilen analiz

sonuglar1 grafik haline getirilmistir ve elde edilen sonuclar yiizde olarak ifade edilmistir.

MDA-MB-231 hiicresinde TREM2 siRNA muamelesi ile hiicre canliliginin
tedavisiz gruba gore azalmis oldugu ve bu azalmanin yaklasik olarak %60 oraninda
oldugu belirlenmistir (p<0,05). Tedavisiz ve kontrol grup karsilastirildiginda aradaki
farkin anlamsiz oldugu saptanmistir (p>0,05).
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Sekil 4.15. MDA-MB-231 Hiicresinde Hiicre Canlilig1 Yiizdesi (¥*=p>0,05) (**=p<0,05)

Sekil 4.16’de  SKBR3 hucresinde siRNA muamelesinden sonra hicre
canliliginda meydana gelen degisim yiizde olarak verilmistir. Bu grafige gore tedavisiz
ve kontrol grup arasinda anlamli bir fark olmadigi (p>0,05), tedavisiz ve TREM2
siRNA ile muamele edilen grup karsilastirildiginda hiicre canliliginin yaklasik olarak

%50 oraninda azaldig1 saptanmistir.
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Sekil 4.16. SKBR3 Hiicresinde Hiicre Canlilig1 Yiizdesi (*=p>0,05) (**=p<0,05)

Sekil 4.17°de MCF10A hiicresinde ise hiicre canlih@inin tedavisiz gruba gore
yaklagik olarak %75 oraninda azaldigi belirlenmistir (p<0,05). Tedavisiz grup ve
kontrol grubu karsilastirildiginda aradaki farkin anlamli olmadigi saptanmistir (p>0,05).
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Sekil 4.17. MCF10A Hiicresinde Hiicre Canlihig1 Yiizdesi (*=p>0,05) (**=p<0,05)
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45. TREM2 siRNA ile Muamele Edilen Hiicrelerde Koloni Olusturma

Yeteneklerinin Belirlenmesi

Hiicrelerin koloni olusturma yeteneklerini 6lgmek icin kristal viyole
kullanilmistir. siRNA ile muamele edilen hiicrelerin 24 saat sonra besiyeri degistirilip 7
giin inkiibatérde inkiibe edilmistir. Daha sonra tekrar siRNA tedavisi uygulanip ayni
islem uygulanmistir. Toplam 15 giin sonunda kristal viyole ile hiicreler boyanmistir.

Her plak analiz i¢in fotograflanmistir.

SKBR3 hiicresi kiiltiir sirasinda koloni halde ¢ogaldig: i¢in bu hiicreye benzer
MCEF7 hiicresi kullanilmistir. Sekil 4.18°de MCF7 hicresi boyamasina bakildiginda
tedavisiz grup ve kontrol siRNA grubu arasinda fark olmadig goriilmektedir. Tedavisiz
grup ve TREM2 siRNA ile muamele edilen grup karsilastirildiginda hiicrelerin koloni

olusturma yeteneklerinin tedavisiz gruba gore azaldig1 saptanmistir.

Tedavisiz Kontrol siRNA 50 nM TREM?2#4 siRNA 50 nM

Sekil 4.18. MCF7 Hiicresinin Koloni Olusturma Yetenegi

MDA-MB-231 hiicresine bakildiginda Sekil 4.19°da tedavisiz grup ve kontrol
grubu arasinda fark goriilmemektedir. Tedavisiz grup ve TREM2 SiRNA ile muamele
edilen grup Kkarsilastirlldiginda MDA-MB-231 hicresinde de hicrelerin  koloni

olusturma yeteneklerinin azaldigi belirlenmistir.
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Tedavisiz

Sekil 4.19. MDA-MB-231 Hiicresinin Koloni Olusturma Yetenegi

Son olarak MCF10A hiicresi igin yapilan koloni olusturma testinde MCF10A
hiicresinin de  TREM2 siRNA’s1 ile muamelesi sonucunda hiicrelerin  koloni

olusumlarinin etkilendigi, yani azaldig1 belirlenmistir (Sekil 4.22).

Tedavisiz Kontrol siRNA 50 nM

TREM2#4 siRNA 50 nM

-
5

Sekil 4.20. MCF10A Hiicresinin Koloni Olusturma Yetenegi

Sonug olarak her G¢ hiicre grubunda da kontrol siRNA ile muamele koloni
olusumunu etkilememistir. TREMZ2 siRNA’s1 ile muamele ise koloni olusumunu

azaltmistir.
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4.6. TREM2’nin Hiicre Déngusii Uzerindeki Roliiniin Belirlenmesi

SIRNA ile muamele edilen hucrelerde huicre dongistniin analizi igin Propidiyum

lyodur ile boyama yontemi kullanilmustir.
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Sekil 4.21. a) MDA-MB-231 Huicresinde Tedavisiz Grubun Flow Sitometri ile Analizi
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b) MDA-MB-231 Hiicresinde Kontrol siRNA Grubunun Flow Sitometri ile Analizi
¢) MDA-MB-231 Hucresinde TREM2 siRNA Grubunun Flow Sitometri ile Analizi
d) MDA-MB-231 Hiicresinde Flow Sitometri ile Analiz Edilen Gruplar (*= p>0,05)
e) SKBR3 Hiicresinde Flow Sitometri ile Analiz Edilen Gruplar (*= p>0,05)

f) MCF10A Hiuicresinde Flow Sitometri ile Analiz Edilen Gruplar (*= p>0,05)
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Sekil 4.21°de siRNA ile tedavi edilen gruplarin analizi yapilmistir. Sonuglardan
goriildiigii tizere 3 hiicre grubunda da G1/GO evresi igin tedavisiz, kontrol siRNA ve
TREM2 siRNA gruplart karsilastinildiginda aradaki fark anlamsiz bulunmustur
(p>0,05). Aym sekilde S ve G2/M evresi i¢in de tedavisiz, kontrol siRNA ve TREM2
siRNA gruplari karsilastirildiginda aradaki fark anlamsiz bulunmustur (p>0,05).

4.7. TREMZ2’nin Hucre Olimindeki Roliinin Belirlenmesi

siRNA ile muamele edilen hiicreler Tripan mavisi ile boyanmistir. Bu analiz ile
hiicrelerde meydana gelen O6lim oranmi yiizde olarak degerlendirilmistir. Neubauer
laminda sekil 4.22°de belirtilen 16 kare igerisindeki 0lii ve canli hiicre sayist sayilmaistir.

Bu boyamada 6lii hiicreler sekilde goriildiigli gibi maviye boyanmaktadir.

Sekil 4.22. Neubauer Laminda Canli ve Olii Hiicre Sayimi

MDA-MB-231 hiicresinde yapilan boyama sonucunda elde edilen verilere gore
TREM2 siRNA ile muamele edilen grupta % 45 civarinda 6liim meydana gelmistir.
Tedavi yapilmayan grupta hiicre olimii % 5 iken kontrol siRNA’da oran %9
civarindadir. Sekil 4.23’de belirtildigi gibi istatistiksel olarak tedavisiz ve TREM2
siRNA arasindaki fark anlamli olup (p<0,05), tedavisiz grup ve kontrol grubu arasindaki
fark anlamli degildir (p>0,05).
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Sekil 4.23. MDA-MB-231 Hiicresinde Hiicre Oliimii Yiizdesi (p<0,05)

SKBR3 hiicresi i¢in yapilan boyama sonucunda bu hiicre grubu igin sekil

4.24°de gorildugi gibi TREM2 siRNA’da hicrelerde %35-40 civarinda hiicre 6liimii

saptanmuistir. Tedavisiz ve kontrol siRNA grubunda hiicre 6liminin 6nemsenmeyecek

sekilde az oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.24. SKBR3 Hiicresinde Hiicre Oliimii Yiizdesi (p<0,05)
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MCF10A hicresi igin yapilan analizde sekil 4.25°da goriildiigii gibi TREM2

siRNA’s1 ile muamele edilen hiicrelerde hiicre oliimiiniin %60-65 civarinda oldugu

saptanmigtir. Kontrol grubunda ise hiicre 6liimiiniin %10 civarinda oldugu saptanmistir.
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TREM2#4

Sekil 4.25. MCF10A Hiicresinde Hiicre Olimii Yiizdesi (p<0,05)
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada, oncelikle TREM2’nin kanser hicrelerinde ifade edilme diizeyine
bakilmistir. Kanser hiicrelerinde ifade edilip edilmediginin belirlenmesi i¢in MDA-MB-
231, SKBR3 ve MCF7 meme kanser hiicre hatlar1 kullanilmigtir. Meme kanseri ve
normal hiicrelerdeki ifadesinin degerlendirilmesi icin MCFI0A o6liimsiizlestirilmis
meme epitel hiicresi kullanilmistir. WB analizi sonucunda TREMZ2 ifadesinin
Oliimsiizlestirilmis meme epitel hiicresi olan MCF10A’da meme kanseri hiicrelerine
gore daha fazla oldugu saptanmistir. Meme kanseri hiicrelerinde TREM2 ifadesi
karsilastirildiginda ise MDA-MB-231 ve MCF7 hiicrelerinde neredeyse esit derecede
ifade edildigi SKBR3’de ise digerlerine gore en az sekilde ifade edildigi saptanmustir.

Bugtine kadar TREM2 ifadesinin kanser siirecindeki etkisinin gosterildigi ¢ok az
sayida caligma bulunmaktadir. Genellikle yapilan bu c¢alismalar in vivo olarak
yapilmigtir. Bu konunun aydinlatilmasi i¢in hala daha bir¢ok eksik bulunmaktadir.
Literatirde TREM2 ile ilgili olarak yapilan c¢aligmalarda inflamasyon iizerine olan
etkileri konusunda yogunlasilmis olup 2 calismada indirekt olarak monosit TREM2

ekspresyonlarinin akciger kanserine karsi immiin yanitla iliskisi irdelenmistir (65).

Tiimor tasiyan hiicrelerde immiin fonksiyon bozukluguna yol acan TREM2’nin
roliiniin arastirilmasi i¢in Yao Y vd., (2016) tarafindan yapilan bir ¢aligmada akciger
kanseri hastalarinda periferal kan monositleri flow sitometri ile, akciger dokusundaki
tiimor hiicrelerinin etrafindaki makrofajlar immunohistokimya ile analiz edilmistir. 3LL
(Lewis lung carsinoma) hicreleri kullanilarak tiimér mikro ¢evresine uygun ortam
saglanmaya calisilmistir. Saglikli kontrol grubuyla karsilastirildiginda akciger kanserli
hastalarda TREM2’nin ifadesinin monositlerde artis gosterdigi bildirilmistir. Cerrahi
operasyon ile tiimor bolgesinin ¢ikarilmasi sonucunda monosit TREM2 ifadesinde
Oonemli derecede azalma oldugu saptanmistir (65). Ayrica, fare akcigerinde timor
olusumundan sonra TREM2" dendritik hiicrelerin yiizdesinin artis gosterdigi ve
TREM2* dendritik hicrelerin TREM2™ hicrelerden daha fazla olarak T hicre
proliferasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir. Sonug olarak bu ¢alismada TREM2’nin
akciger kanserinin ilerlemesinde negatif immiin regiilator olarak rol oynadigi

bildirilmistir (65).
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TREMZ2 ifadesi Correale C vd., (2013) tarafindan “Triggering Receptor
Expressed on Myeloid Cells type-2 (TREM-2) induces a transmissible and protective
intestinal microbiota for colitis and colitis associated cancer” adiyla “9th Congress of
ECCO. Copenhagen” kongresinde sunulan daha sonra makale haline getirilen bildiride,
saglikli ve tiimor tasiyan knock-out farelerde arastirilmistir. Bu calismada timor
proliferasyonu ve TNF, IL-6, IL-23, TGF-B, iNOS, COX-2 seviyeleri yabanil tip ve
knock-out farelerde karsilastirtlmistir. TREM2 proteinin yoklugu, IL-23 ve IL-6
uretimini ve COX-2, iNOS gibi tiimorii tesvik edici proteinlerin ifadesini, ayrica knock-
out farelerde tiimor proliferasyonunu azalttigi bildirilmistir. Yapilan bu ¢alisma ile
TREMZ2’nin kolit ile iliskili kolon kanseri gelisimini kontrol etme stirecinde anahtar bir
rol oynadigi belirlenmistir. Ayrica TREM2 ifadesinin, CD11c* dendritik hicreler
tarafindan uyarilan kolit iliskili kanser sirasinda artis gosterdigi, TREM2 ifadesinin
susturulmast  sonucunda tiimor olusumunun ve proliferasyonun engellendigi

bildirilmistir (66).

Ayrica 1 galismada TREM2’nin kolon kanserinde inflamatuar siire¢ (zerinde
roliinden bahsedilmistir. Bu c¢alismada TREMZ2 transgenik fareler ve MC38 kolon
adenokarsinom htcreleri kullanilmistir. Bu ¢alismada TREM2’nin kolon kanserinde
hicre proliferasyonu, kolon hicrelerinin migrasyonu, TREM2’nin hicre dongisi ile
iliskili genler tizerindeki rolii ve TREM2’nin kanser hicrelerini éldirmek icin aktive

ettigi natural killer hiicrelerinin ifadeleri belirlenmistir (67).

Direk olarak TREM2’nin hcreler (zerindeki ifadesinin WB analizi ile
degerlendirildigi 1 calisma bulunmaktadir. Bu c¢alisma in vitro olarak yapilmistir.
Calismada Oncelikle normal dokular ve gliyomlarim TREM2 diizeyi PCR ile
karsilagtiritlmistir. Sonug olarak TREMZ2 ifadesinin normal dokulara gore gliyomlarda
daha fazla ifade edildigi bildirilmistir. Calismada SHG44, U251, T98G, U373 ve U87
hiicreleri kullanilmis ve bu hiicrelerden en yiiksek TREM2 ifadesi gdsteren hiicre
calismanin devami igin se¢ilmistir. U373 ve U87’nin en yiiksek TREMZ ifadesine sahip
oldugu bildirilmistir (68).

Literatirde bu gine kadar TREMZ2 ifadesinin kolon kanseri, gliyomlar,
monositler gibi dokularda ifade edildigine dair bilgilere rastlanmaktadir (65-68). Bu

calisma kapsaminda kullanilan 6liimstizlestirilmis meme epitel hiicresi (MCF10A) ve
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meme kanseri htcrelerinde de (MDA-MB-231, MCF7 ve SKBR3) ifade edildigi

saptanmistir.

Hicrelerde TREM2 ifadesi analiz edildikten sonra TREM2’nin ifadesi siRNA ile
baskilanip meydana gelen degisiklikler gozlenmistir. Wang XQ vd. (2015) tarafindan
yapilan calismada da ayni sekilde gliyoma hiicrelerinin TREM2 ifadesi siRNA ile
baskilanmistir (68). Bu calismada hiicreleri siRNA ile baskiladiktan sonra hiicre
proliferasyonunda meydana gelen degisiklikleri goézlemlemek i¢in MTS analizi
kullanilmistir. Bizim ¢alismamizda ise proliferasyonun MDA-MB-231 hicresinde %60,
SKBR3 hicresinde %50, MCF10A da ise %75 civarinda azaldigi belirlenmistir. Wang
XQ vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada ise proliferasyonun gliyomlarda zamana
bagl olarak azaldig1 bildirilmistir. Correale C vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada
da TREM2 ifadesinin farelerde susturulmasi sonucunda tiimér olusumunun ve

proliferasyonun engellendigi bildirilmistir (66).

SiRNA ile TREM2 ifadesi baskilanan hiicrelerin  proliferasyonu
degerlendirildikten sonra koloni olusturma yetenekleri test edilmistir. Yapilan analizde
meme kanseri ve Oliimsiizlestirilmis epitel hiicresinde hiicrelerin siRNA ile tedavi

edilmesi sonrasinda koloni olusturma yeteneklerinin azaldig1 belirlenmistir.

siRNA tedavisi ile hiicrelerde meydana gelen hiicre oliimii belirlenmistir.
TREM?2 ifadesi baskilandiktan sonra hiicre 6luminde MCF10A hiicresinde %60-65,
MDA-MB-231 hiicresinde %45, SKBR3 hiicresinde ise %35-40 olarak belirlenmistir.
Ayrica TREM2 baskilamasinin hiicre dongiisii lizerine etkileri de incelenmis ancak

anlamli bir farklilik saptanamamagtir.

Calismamizda TREM2’nin normal meme epitel hlicresinin
oliimsiizlestirilmesiyle elde edilen MCF10A hiicrelerinde kanser hucrelerinden daha
fazla ifade edildigi tespit edilmistir. Bu sonu¢ meme kanseri gelisiminde TREM2 fazla
ifade edilmesinin koruyucu bir rol istlendigini veya kanser gelistikten sonra ortaya
¢ikan mekanizmalarla ifade diizeyinin azaltildigini diistindiirmektedir. Ancak siRNA ile
yapilan TREM2 ifadesinin baskilanmasimin hiicre proliferasyonunda azalma, koloni
olusturma yeteneklerinin azalmasi, hiicre O6liimiinde artmaya sebep olmasi kanser
hiicrelerindeki ifadelenme azalmasinin koruyucu bir etki yapmadigi, kanser
gelisiminden sonra ortaya c¢ikan mekanizmalarla ifadelenmenin baskilandigini

diistindiirmektedir. Ayrica c¢alismamizin sonuglarma gore; siRNA ile yapilan
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baskilamanin hiicreler tizerine etkilerine bakildiginda kanser hiicrelerinde azalmis olsa

dahi var olan TREMZ2 ifadesinin hucreler icin kritik oldugu anlasilmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alisma ile ilk defa TREMZ2 ifadesi in vitro’da meme kanseri hiicreleri ve
meme epitel hiicresinde analiz edilmistir. TREM2 baskilanmasinin hiicre oliimiinii
artirici, hiicre proliferasyonunu azaltici etki yaptigi belirlenmistir. Kanser tedavisinde
kullanilan ilaglardan beklenen etkilerin ortaya ¢iktigr bu g¢alisma sonucunda TREM2
hedeflemesinin kanser tedavisi icin yeni bir (imit olacag1 asikardir. in vitro ortamda
alman olumlu sonuglarin in vivo modellerde nasil sonuglar doguracagi, toksik
etkilerinin olup olmayacag1 gelecek arastirmalarimizin odak noktalar1 olacaktir. Ayrica
TREM2 hedeflemesinin diger kanser tiirlerinde verecegi sonu¢, TREMZ2’yi baskilayici

dogal ve sentetik ilaclarin kesfi de gelecek arastirmalarimizin konular1 olacaktir.
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