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OZET

RIBOZOMAL PROTEIN L10 VE L41’IN MEME KANSERI MOLEKULER ALT
TIPLERIYLE ILISKISI

Sebati Sinan URKMEZ
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisti

Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dali
Doktora, Aralik/2022
Damigman: Prof. Dr. Birsen BILGICI

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tipidir. Meme kanserinin
molekiiler alt tiplemesi uygun tedavinin se¢ilmesi i¢in karar noktasidir ve bu amagla
immunohistokimyasal yontemler kullanilmaktadir. Ribozomal proteinler, ribozom
biyogenezinde gorevli yapisal proteinlerdir. Ribozomal proteinlerin, DNA onarimu,
apoptoz, ilag direnci, proliferasyon ve biiylime inhibisyonu gibi hiicresel islemlerde ve
kanser gibi patolojik stireclerde karakterize edilememis ikincil fonksiyonlar
sergiledikleri bildirilmistir.

RPL10 Wilms tiimé6rti, T hiicreli akut lenfoblastik lenfoma, epitelyal over
kanseri, atipik teratoid/rabdoid tiimor, prostat kanseri ve pankreas kanseri gibi farkli
kanserlerde arastirilmigtir. RPL41 ise, meme kanseri, intrahepatik kolanjiokarsinom
ve nazofaringeal karsinom gibi kanserlerde arastirilmistir. Calismamizin amaci,
RPL10 ve RPL41 gen ekspresyonunun meme kanseri alt tiplerindeki degisimini
arastirarak edinilen bilgilerle, meme kanserinin molekiiler alt tiplemesinde bir
biyobelirte¢ olarak kullanim alaninin arastirilmasidir.

Calismada, hasta gruplarini olusturan drnekler, meme kanseri tanisi alan 63 adet
hastadan rutin mastektomi islemi ile elde edilmistir. Kontrol grubu ise rediiksiyon
mamoplasti gibi kanser cerrahisi uygulamalar1 disinda kalan hastalardan alinan 17 adet
saglikli meme dokusu numunesinden olusmaktadir. Immunohistokimyasal incelemede
her bir 6rnek i¢in 6strojen reseptorii, progesteron reseptorii, insan epidermal biiytime
faktori-2 ve Ki67 proliferasyon indeksi parametreleri degerlendirildi ve bu
parametrelere gore ornekler luminal A (n=17), luminal B (n=17), HER2 zengin (n=17)
ve l¢lii negatif meme kanseri (n=17) olmak tizere dort molekiiler alt gruba ayrildi.
Sonrasinda numunelerde RPL10 ve RPL41 genleri icin qRT-qPCR analizi yapildi.

RPL10 gen ekspresyonunda tiim meme kanseri molekiiler alt gruplarinda kontrol
grubuna gore anlamli bir degisim goriilmedi. RPL41 gen ekspresyonunda ise saglikli
meme dokularina gére HER2 zengin ve TNBC meme kanseri gruplarinda sirasiyla
0.253 (p<0.05) ve 0,257 (p<0.05) kat azalma goriiliirken diger gruplarda istatiksel
olarak anlaml1 bir degisim goriilmedi.

Anahtar Sozciikler: Meme kanseri, Ribozomal protein L.10, Ribozomal Protein L41
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ABSTRACT

THE RELATIONSHIP OF RIBOSOMAL PROTEIN L10 AND L41 WITH
BREAST CANCER MOLECULAR SUBTYPES

Sebati Sinan URKMEZ
Ondokuz May1s University
Institute of Graduate Studies
Department of Medical Biochemistry
Ph.D., December/2022
Supervisor: Prof. Dr. Birsen BILGICI

Breast cancer is the most common type of cancer amongst women. Molecular
subtyping of breast cancer is the decision point for choosing the appropriate treatment
and immunohistochemical methods are used for this purpose. Ribosomal proteins are
structural proteins involved in ribosome biogenesis. It has been reported that ribosomal
proteins exhibit uncharacterized secondary functions in cellular processes such as
DNA repair, apoptosis, drug resistance and growth inhibition, and in pathological
processes such as cancer.

RPL10 has been investigated in different cancers such as Wilms tumor, T-cell
acute lymphoblastic lymphoma, epithelial ovarian cancer, atypical teratoid/rhabdoid
tumor, prostate cancer, and pancreatic cancer. RPL41 has been investigated in cancers
such as breast cancer, intrahepatic cholangiocarcinoma, and nasopharyngeal
carcinoma. The aim of our study is to investigate the use of RPL10 and RPL41 gene
expression as a biomarker in the molecular subtyping of breast cancer with the
information obtained by investigating the changes in breast cancer subtypes.

In the study, samples constituting the patient groups were obtained from 63
patients diagnosed with breast cancer by routine mastectomy procedure. The control
group consists of 17 healthy breast tissue samples taken from patients excluded from
cancer surgery applications such as reduction mammoplasty. Estrogen receptor,
progesterone receptor, human epidermal growth factor-2 and Ki67 proliferation index
parameters were evaluated for each sample in the immunohistochemical examination,
and according to these parameters, the samples were luminal A (n=17), luminal B
(n=17), HER2 rich (n=17) and triple negative breast cancer (n=17). Afterwards, RT-
qPCR analysis was performed for the RPL10 and RPL41 genes in the samples.

There was no significant diffrence in RPL.10 gene expression in all breast cancer
molecular subgroups compared to the control group. While in HER2 rich and TNBC
breast cancer groups, RPL41 gene expression was decreased by 0.253 (p<0.05) and
0.257 (p<0.05) times, respectively, compared to healthy breast tissues, while no
statistically significant change was observed in the other groups.

Keywords: Breast cancer, Ribosomal protein L.10, Ribosomal Protein L41
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1. GIRIS

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tipidir ve akciger kanserinden
sonra kansere bagl 6liimlerin en ¢ok goriilen ikinci nedenidir (Jemal, et al., 2011).
Meme kanseri, siit kanallarini veya lobiillerini olusturan hiicrelerin kontrolsiiz
cogalmalari ve viicudun ¢esitli yerlerine metastazlari sonucu invaze olduklar1 organ ya
da dokuda ¢ogalmaya devam etmeleriyle meydana gelmektedir. Ostrojen reseptdr
(ER), progesteron reseptor (PR) ve insan epidermal bitylime faktor reseptor-2 (HER2)
gibi immiinohistokimya belirtecleri ise meme kanserinin molekiiler alt tiplemesinde
Oonemli bir rol oynamaktadir (Viale, 2012). Gallen Consensus 2013’e gbére meme
kanserinin molekiiler alt tipleri Luminal A [ER (+/-); PR (+/-); HER (-); diisiik Ki67];
Luminal B [ER (+/-); PR (+/-); HER2 (+/-); yiiksek Ki67]; HER2 zengin [ER (-); PR
(-); HER2 (+)] ve tglii negatif meme kanserleri [ER (-); PR (-); HER2 (-)] olarak
ayrilmistir (Goldhirsch, et al., 2013).

Translasyon, ©karyotik hiicrelerde koordine ve ¢ok adimli bir islemdir.
Translayon mekanizmasi, translasyon faktorleri ve ribozomlardan olusmaktadir.
Ribozomal bilesenler ise, ribozomal proteinleri (RP) ve ribozomal RNA (rRNA)’y1
icermektedir. Bircok RP, ribozomal partikiillerin montaj1 sirasinda ve/veya rRNA’nin
O6nemli bolgelerinin stabilizasyonunda RNA saperonlar1 olarak islev gostermektedir
(Fatica and Tollervey, 2002; Tschochner and Hurt, 2003). RP’lerin, ribozomu stabilize
etmedeki rollerinin yan1 sira, DNA onarimi, apoptoz, ila¢ direnci, proliferasyon ve
biiylime inhibisyonu gibi diger hiicresel islemlerde de heniiz tam olarak karakterize
edilmemis ikincil fonksiyonlar sergiledikleri bildirilmistir (Shen, et al., 2006; Du, et
al., 2005).

Stirekli biiytiyen ve prolife olan kanser hiicreleri ¢ok miktarda proteine
gereksinim duydugundan protein sentezinde rolatif bir artis meydana gelmektedir. Bu
olgu, kanser hiicrelerinin normal hiicrelere gére ¢ok daha verimli ¢alisan ribozomlara
ihtiyag duydugu anlamina gelmektedir. Bu goriisle tutarli olarak, bir dizi tiimor
baskilayic1 ve onkojenik protein, ribozom biyogenezini ve protein sentezini
diizenleyerek kanser hiicrelerinin ilerlemesini kontrol etmektedir (Ruggero and
Pandolfi, 2003; Silvera, et al., 2010). Ilging bir sekilde, ribozomun kanser hiicrelerinin
biiylimesi ve ¢cogalmasi i¢in dneminin yani sira, serbest RP’lerinde tiimor olusumunda
veya baskilanmasinda rolleri vardir. RP’lerin tiimor baskilayicilar aktive ederek veya

onkoproteinleri etkisizlestirerek tiimor olusumunu baskilamada rol oynadig:



gosterilmistir (de Las Heras-Rubio, et al., 2014).

Ribozomal protein L10 (RPL10), mayadan insana bir¢ok tiirde ribozomun 60S
alt birimlerinde bulunan yaklasik 24 kDa molekiil agirligina sahip bir yapisal
proteindir. RPL10, X kromozomu tizerinde q28 bolgesinde bulunan bir gen tarafindan
kodlanmakta ve QM veya DXS648 olarak da adlandirilmaktadir (Farmer et al., 1994;
Eisinger et al., 1997). RPL10’un, hiicre ¢ogalmasi, migrasyon, organogenez ve
diferansiyasyon gibi hiicresel siireclerde yer almaktadir (Oh, et al., 2002). Bu veriler
RPL10’un onkojenez siirecine dahil olabilecegini disiindiirmekte ve nitekim RPL10
Wilms ttimoérii (Dowdy, et al., 1991), T hiicreli akut lenfoblastik lenfoma (Girardi, et
al., 2018), epitelyal over kanseri (Shi, et al., 2018), atipik teratoid/rabdoid tiimér (Ren,
et al., 2018), prostat kanseri (Altinok, et al., 2006) ve pankreas kanseri (Yang, et al.,
2018) gibi farkli kanser tiirlerinde arastirilmistir.

Ribozomal protein L41 (RPL41) 3.4 kDa’lik 25 amino asitten olusan kiigiik bir
peptittir. RPL41, 12. kromozom {izerinde 12q13.2 bolgesinde bulunan bir gen
tarafindan kodlanmaktadir (Odintstova, et al., 2003). RPL41’in ise, asagi regiile
oldugunda anormal mikrotiibiil igleri olusumuna yol acarak malign transformasyona
neden olabilecegi gibi ayrica RPL41’in tiimor hiicrelerinin kemoterapiye duyarli hale
getirilmesine katki saglayabilecegi de one stiriilmektedir (Wang, et al., 2010). RPL41
kanserle olan dogrudan ve/veya dolayli iliskisi nedeniyle intrahepatik
kolanjiokarsinom (Yang and Zong, 2016), nazofaringeal karsinom (Sim, et al., 2017)
gibi farkli kanser tiirlerinde aragtirilmigtir.

Yapilan bu ¢aligma ile meme kanseri molekiiler alt tiplerinin RPL10 ve RPL41
ile iligkisi molekiiler diizeyde incelenmistir. Elde edilen sonuglarin hastaligin
prognozu ve tedavisi ile ilgili mevcut bilgi bankasina katki saglayacagini ve
arastirmacilara yol gosterici olacagini 6ngdrmekteyiz. Literatiirdeki yapilan onceki
calismalarda meme kanserinin molekiiler alt tiplemesinde kullanilan parametrelerin
bazilarinin ¢alismamiz disinda kalan bazi ribozomal proteinlerle iligkisi aragtirilmig
olsa da alt siniflar arasindaki ekspresyon farkliliklari ya da spesifik olarak herhangi bir
alt tipteki ekspresyon arastirllmamistir. Calismamizin RPL10 ve RPL41’in hem meme
kanserinin biitlinlinde hem de meme kanseri molekiiler alt tiplerinde protein
ekspresyonu diizeyinde arastirilacak olmasi nedeniyle literatiirde bir ilk olmasi

beklenmektedir.



2. KONU VE LITERATUR OZETI

2.1. Kanser

Kanser, viicuttaki hemen hemen her hiicre tipinden kaynaklanabilen heterojen
bir hastaliktir. Uzun zamandir bilinen bir hastalik olmasina ragmen giintimiizde
kanserin halen yikici etkileri vardir ve kansere karsi savas devam etmektedir. Her 5
kisiden 1’1 yasamlar1 boyunca kansere yakalanmaktadir. 2020 yilinda kanser nedeniyle
10 milyon insan 6lmiistiir (WHO, 2020a). Ayrica WHO, 2040 y1ilinda 30,2 milyon yeni
kanser vakasinin teshis edilecegini tahmin etmektedir (WHO, 2020b). Kanser ¢ok
asamali bir stirectir ve genetik mutasyonlarin kiimiilatif etkisi sonucu ortaya
cikmaktadir. Kanser siirecinde hiicre boliinmesini denetleyen mekanizmalarin
etkilerini kaybetmesiyle birlikte, hiicreler kontrolsiiz bir sekilde bolinmeye
baslamaktadirlar. Bir¢cok kanser tiirli bulunmasina ragmen kanserlerin bazi ortak
noktalar1 vardir. Tiim kanser hiicrelerinde, hiicre dongiisiinii ve apoptozu kontrol eden
mekanizmalar bir sekilde sekteye ugramistir. Ayrica kanserler Kkontrolsiiz
proliferasyon siireciyle birlikte anjiyogenezin indiiksiyonu, biiyiime/¢ogalma
sinyalinin devamliligi, biiytime inhibitorlerinden sakinma, invazyonun aktivasyonu ve
siirsiz replikasyon potansiyeli gibi diger fizyopatolojik siireglere sahiptir (Hanahan
and Weinberg, 2011). Kanserler invazyon kapasitelerine goére benign veya malign
olarak siiflandirilmaktadirlar. Benign kanserler lokalize tutulum gostermektedirler.
Ote yandan, malign tiimérler ise primer odaklarindan diger dokulara metastaz yapar
ve kanser 6liimlerinin cogundan sorumludur (Weinberg, 2014). Kanserin heterojenligi
ve karmasiklig1, anlasilmasi ve tedavisinin Oniindeki ana zorluklardir. Kanser,
diinyada en ¢ok calisilan hastaliklardan biri olmasina ragmen, mekanizmalarinin daha
iyi anlasilmasina ve daha iyi tedavi se¢eneklerine hala ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.2. Meme Kanseri

Diinya Saglik Orgiitii’niin Global Cancer Observatory 2020 verilerine gére
meme kanserinin, her iki cinsiyette %11.7 (Sekil 2.1.), kadinlarda ise %24.5’lik oran
ile ilk defa en fazla tan1 alan kanser oldugu bildirilmistir (Sekil 2.2.). Bununla birlikte,
kansere bagli o6lumlerde her iki cinsiyette akciger kanseri, kolorektal kanser,
hepatoselliiler kanser ve mide kanserinden sonra %6.9 ile 5. sirada, kadinlarda ise

%15.5 ile ilk sirada yer almaktadir (Sung, et al., 2021).
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Meme kanseri, en basit tanim1 ile meme dokusundan kéken alarak baskalasan
hiicrelerin diizensiz biiyiimesi ve ¢cogalmasidir. Memenin yapisi, glandiiler ve stromal
adi1 verilen iki ana doku bileseninden olugsmaktadir. Glandiiler doku, siit {ireten
lobiillerin birlesmesiyle olusan loblar ve siit gecislerini saglayan duktus adi verilen
kanallardan olusmaktadir (Sekil 2.3.). Biitiin bu yapilarin bosluklarini, etrafin1 yag ve

bag dokulardan olugsan stromal ana doku kaplamaktadir.

Chest wall
Ligaments

Pectoral muscle

Sekil 2.3. Memenin anatomisi (MSKCC, 2021)

Kanser transisyonu memenin herhangi bir doku béliimiinde baslayabilmekle
beraber genelde siit kanallarini olusturan hiicrelerde baslar ki bu formu duktal kanser
olarak adlandirilmaktadir (Keen and Lenan, 2011). Loblarda baslayan meme kanseri
ise lobiiler kanser olarak adlandirilmaktadir. Memenin stromal dokusunda kanser ¢ok
nadiren goriilmekle birlikte daha ¢ok enflamatuvar meme kanseri olarak ortaya
cikmaktadir. Yayilma durumuna gére meme kanseri invaziv ve invaziv olmayan (in
situ) seklinde ikiye ayrilmaktadir. Invaziv formda kanser hiicreleri, kanal ve lobiiler
duvarin1 gegerek, memenin c¢evresindeki diger dokulari istila etme kabiliyetine
sahiptirler. Invaziv olmayan formda ise kanser hiicrelerinin biiyiimeleri ve yayilmalari
siit kanallarinda ve/veya lobiillerde sinirlidir. Bu formda kanser hiicreleri
cevrelerindeki yag ve bag dokularini invaze edemezler. Hem lobiiler karsinomun hem
de duktal karsinomlarin invaziv ve invaziv olmayan tipleri vardir (Keen and Lenan,
2011). Meme kanserine yakalanma riski bircok nedene bagli olarak degiskenlik

gosterebilmektedir. Ayrica anamnezinde daha once meme kanserine yakalandigi
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belirtilen birinin tekrar meme kanserine yakalanma riski fazladir. Hasta anamnezinde
aile bireylerinin belirli kanser tiirlerine sahip olmasi da kisinin meme kanserine
yakalanma riskini artiran etmenlerden biridir. Meme kanserlerinin bir¢ogu
kendiliginden ortaya ¢iksa da BRCA1 (Breast Cancer Type 1 Susceptibility Protein)
ve BRCA2 (Breast Cancer Type 2 Susceptibility Protein) gen ¢alismalari, kalitsal
olarak aileden gelen risk fakt6riintin oldugunu ortaya koymaktadir (King, et al., 2003).
Ayrica hormonal nedenler, alkol kullanimi, obezite, diisiik dozlarda radyasyona maruz
kalma gibi nedenler de meme kanserine yakalanma riskini artirmaktadir.

Meme kanseri hastalarda, meme agrisi, ciltte kizariklik, kalinlagsma ile birlikte
sisme ve meme bagi anormallikleri gibi semptomlar ile kendisini gosterebilmektedir.
Hastaligin ilerlemesi ile birlikte gelisen semptomlar aksiller bolgede siskinlik, kemik
agrisi, nefes darligi, istahsizlik ve bas agrist seklinde goriilmektedir (Dowsett, 2001).

Meme kanseri ic¢in klasik tedavi yontemleri cerrahi miidahale, radyoterapi,
kemoterapi olarak siralanmaktadir. Ek olarak hastalara hormon tedavileri de
uygulanabilmektedir. Teknolojinin ilerlemesiyle birlikte nanoteknoloji iiriinii ilaglar
ve tedavide yeni yaklagimlar ortaya c¢cikmustir (Dowsett, 2001). Tarama, tani ve
tedavide son yillardaki yenilikler ile birlikte meme kanseri 6liim orani ciddi sekilde
azalmaktadir. Daha etkin tarama ve tedavi programlar1 gelistirmek i¢in aragtirmalara
devam edilmektedir.

2.2.1. Meme Kanserinin Molekiiler Alt Tipleri

2013 yilinda toplanan 13. St. Gallen Uluslararast Meme Konferansi konsensiis
kararina gore meme kanseri molekiiler olarak 4 ayri alt tipe ayrilmistir (Goldhirsch, et
al., 2013). Meme kanserinin molekiiler alt tiplendirmesi uygun cerrahi, radyoterapi,
kemoterapi, endokrin tedavi ve hedeflenmis tedavi gibi integratif tedavi rejimlerinin
belirlenmesine katki saglayarak genel sagkalim ve progresyonsuz sagkalimi kapsayan
tedavi etkinligini arttirmaktadir (Edenfield, et al., 2017; Ma, et al., 2020). Meme
kanserinin alt tiplendirmesi son 20 yilda énem kazanan ER, PR, HER-2 reseptor
ekspresyon durumuna ve Ki67 proliferasyon indeksine gore yapilmaktadir (Prat, et al.,
2015). ER ve PR ekspresyon durumlari i¢in yapilan arastirmalarda %1’in tizerindeki
degerler pozitif olarak kabul edilmektedir (Guerra, et al., 2003). HER-2 pozitifligi ise
iki gruba ayrilmakta olup 3+ olanlar ikinci bir incelemeye gerek kalmadan pozitif
olarak kabul edilmekte, 2+ olanlarda ise ileri bir incelemeye gerek duyulmaktadir; bu
ileri inceleme floresan insutu hibridizasyon (FISH) veya silver in-situ hibridizasyon

(SISH) yontemidir. FISH/SISH sonucuna gore reseptdr ekspresyonu pozitif veya
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negatif kabul edilmektedir. Geri kalan degerler yani Skor 0 ve 1+ olanlar ise dogrudan
ileri bir incelemeye gerek duyulmadan negatif olarak kabul edilmektedir. Ki67
proliferasyon indeksi icin ise %14 ve tlizerindeki degerler pozitif kabul edilmektedir
(Cheang, et al., 2009). ER ve/veya PR pozitif, HER-2 negatif, ki- 67 proliferasyon
indeksi %14’lin alt1 olan hastalar Luminal-A; ER ve/veya PR pozitif, HER-2 negatif
veya pozitif, ki- 67 proliferasyon indeksi %14 ve iizeri olan hastalar Luminal-B;
herhangi bir Ki67 proliferasyon indeksine sahip olup ER, PR negatif, HER-2 pozitif
olan hastalar HER-2 pozitif; herhangi bir Ki67 proliferasyon indeksine sahip olup ER,
PR ve HER-2’nin her ii¢ii de negatif olan hastalar Uclii Negatif Meme Kanseri
(TNBC) olarak siniflandirilmaktadir (Prat, et al., 2015). Meme kanseri molekiiler alt

tiplerinin genel 6zelikleri Sekil 2.4.’te verilmistir.
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Sekil 2.4. Meme kanseri molekiiler alt tiplerinin genel 6zellikleri (Allison, 2017)



2.2.1.1. Luminal A Meme Kanseri

Luminal A alt tipi, meme kanserlerinin ortalama %40’ 1n1 olusturmaktadir ve en
sik goriilen alt tiptir. Bu alt tipte kanser hiicreleri ER, PR, Bcl-2 (B-cell lymphoma 2)
ve CK 8/18 (Cytokeratin 8/18) ekspresyonu gosterirlerken, HER2 eksprese
etmemektedirler. Bu alt tip genel karakteristigi itibariyle diisiik dereceli ve
proliferasyon indeksi diisiik olan bir kanser fenotipi ¢izmektedir. En iyi prognozlu alt
tiptir. Hormon terapiye yanit1 iyidir (Lo, et al., 2007).

2.2.1.2. Luminal B Meme Kanseri

Luminal B alt tipi meme kanserlerinin ortalama %?20’sini olusturmaktadir.
Luminal A ile benzer genotipik 6zellikleri tasimakla birlikte farkli olarak yiiksek
dereceli, proliferasyon indeksi yiiksek, daha agresif seyreden tiimoérlerdir. Luminal B
timorleri, Luminal A tiimorlerinden daha kotii prognoza sahiptir. HER2 +/-
olabilmektedirler. Bu alt tipte kemik metastazlar1 daha sik goriilmektedir. Siklikla daha
geng hastalarda ve genellikle daha biiyiik kitleler seklinde goriilmektedir. Lent nodu
metastazlar itibariyle de Luminal A alt tipi ile karsilagtirildiginda daha agresif bir
metastatik karakter sergilemektedirler (Voduc, et al., 2010).

2.2.1.3. HER2 Zengin Meme Kanseri

HER2 zengin alt tipi meme kanserlerinin %10-15"ini olusturmaktadir. 17q12
kromozomu {izerindeki HER geninin asir1 ekspresyonu ile karakterize bir alt tiptir.
Diger immunohistokimya belirtecleri olan ER ve PR agisindan negatif, prognoz
itibariyle kotii bir karaktere sahiptir. HER2 zengin alt tip, yiliksek proliferasyon
indeksine sahiptir, kotii diferansiye kanserlerdir ve 5 yillik sag kalim oranlar1 yaklagik
%12 civarindadir (Cheang, et al., 2015).

2.2.1.4. Uclii Negatif Meme Kanseri

TNBC, meme kanserlerinin %15-20’sini olusturmaktadir. Luminal ve HER2 gen
kiimelerinin diisiik ekspresyonu veya negatifligi ile karakterizedir. Ortaya ¢ikisi
itibariyle genelde genc yasta goriilmektedirler. Histolojik olarak yiiksek dereceli, genel
karakteristigi ise en agresif olan alt tiptir. Genellikle tan1 aninda daha biiyiik boyutlarda
ve lenf nodu metastaz1 gosteren tiimorlerdir (Bosch, et al., 2010). Uglii negatif meme
kanseri ilk 3 yilda yiiksek rekiirrens ya da relaps oranlarina sahiptir. Kemoterapiye iyi
cevap vermekle beraber sag kalim oranlar1 yine de diistiktiir. Akcigerlere, santral sinir
sistemine ve diger viseral organlara metastazlar1 sik¢a goriilmekte, giiclii bir invaziv

ve metastatik karakter sergilemektedirler (Pizot, et al., 2016).



2.3. Ribozomal Proteinler

Hiicre, yasamin metabolik olarak islevsel en kiiciik birimidir. Hiicreler dis
sinyalleri algilayabilmekte ve bu sinyallere transkripsiyonel ve translasyonel
seviyelerde siki bir sekilde diizenlenmis tepkiler verebilmektedirler. Translasyon,
Okaryotik hiicrelerde koordineli ve ¢ok adimli bir siiregtir. Translasyon mekanizmasi,
translasyon faktorleri ve ribozomlardan olugmaktadir. Ribozomal bilesenler, RP’leri
ve rRNA’y1 icermektedir. Okaryotik ribozomlarin biyogenezi, niikleolus iginde
meydana gelir ve dort farkli rRNA’nin ve de yaklasik 80 RP’nin koordineli bir sekilde
birlesmesini igerir (Fatica and Tollervey, 2002; Tschochner and Hurt, 2003). RP’ler
ribozom olusumu i¢in 6nemli bilesenlerdir ve RNA polimeraz II (Pol II) tarafindan
sentezlenmektedirler. Ribozomun olusumu ve RP’lerin sentezi birlestirilmis
stireglerdir; Translasyondan sonra, RP’ler 40S ve 60S ribozomal alt birimlerini
birlestirmek icin niikleusa go¢ etmektedirler. Ribozomun yapisi, birgok RP’nin,
ribozomal parcaciklarin montaji ve/veya rRNA’ nin 6nemli bolgelerinin stabilizasyonu
sirasinda RNA saperonlari olarak islev gorebilecegini ortaya koymustur (Fatica and
Tollervey, 2002; Tschochner and Hurt, 2003). Baz1 RP’ler 40 ve 60S alt birimleri (S13,
S15, S19, L2, L5 ve L14) arasindaki etkilesime katilirken, bazilar1 ise tRNA (S7, S9,
S12, S13, L1 ve L5) ile iligkili veya ribozom stabilizasyonunda rol oynamaktadir (L22,
L24 ve L29). Ribozomu stabilize etmedeki rollerinin yani sira, RP’lerin, DNA
onarimi, apoptoz, ila¢ direnci, biiylime ve ¢ogalma inhibisyonu gibi diger hiicresel
stireglerde hentiz tam olarak karakterize edilmemis ikincil iglevler sergiledikleri de
bildirilmistir (Shen, et al., 2006; Du, et al., 2005).

2.3.1. Ribozom Biyogenezi

Ribozom biyogenezi, RP’lerin sadece ribozomun yapisal bilesenleri olarak
degil, onciil ribozom bilesenlerinin diizenlenmesinde de 6nemli roller oynadigi, bir
hiicrenin yasam dongiislinde translasyon mekanizmasini igler halde kilmak ve
devamliligini saglamak i¢in kritik bir stirectir (Fromont-Racine, et al., 2003; Wilson
and Doudna Cate, 2012). Ribozom biyogenezi niikleolusta baglamakta ve ¢ok sayida
yardimci faktorle birlikte dort farkli rRNA tiirti, 80 RP ve ti¢ RNA polimeraz (Pol 1,
Pol II ve Pol III) gerektirmektedir (Fromont-Racine, et al., 2003; Sollner- Webb and
Mougey, 1991; Uechi, et al., 2001). Ribozomal sentez sirasinda ti¢ temel adim vardir:
pre-TRNA’larin tiretimi i¢in rDNA transkripsiyonu; pre-rRNA’lardan olgun rRNA’lar
tiretmek i¢in post-translasyonel diizenleme; rRNA’larin RP’lerle alt birimler halinde

birlestirilmesi (Fatica and Tollervey, 2002; Fromont-Racine, et al., 2003; Lafontaine
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and Tollervey, 2001).

Okaryotlarda ribozomlar, sitoplazmaya aktarilmadan 6nce niikleolusta nceden
birlestirilmektedir. = Ribozom  sentezi  stireci, niikleolusta  pre-ribozomal
komponentlerin olusumunu ve sitoplazmada iki alt birimin birlestirilmesini
icermektedir. rRNA transkripsiyon hizi, ribozomlarin tiretiminde simirlayict bir
faktordiir ve olgun rRNA’lar, transkripsiyon sonrasi isleme tabi tutulan pre-
rRNA’lardan {iretilmektedir. Pre-rRNA transkripsiyonu ve post-translasyonel
diizenlenmesi sirasinda, RPS15, RPS19, RPS24 gibi bir¢ok RP, pre-rRNA’nin yeni
olgunlagan bolgeleri {iizerinde toplanarak rRNA maturasyon siirecinin c¢esitli
asamalarinda yer almaktadir (Choesmel, et al., 2008; Flygare, et al., 2007; Idol, et al.,
2007; Rouquette, et al., 2005). Ek olarak, RPL22, RPL.24 ve RPL29 gibi baz1 RP’ler,
kiigiik ve biiyiik alt birimler arasindaki etkilesimde yer alirken RPS7, RPS9, RPS12
gibi diger RP’ler polipeptit ¢ikis kanalini ¢evreleyerek ribozomun stabilizasyonunda
yer almaktadir. RPS13, RPL1 ve RPLS5 ise tRNA’larla dogrudan temastan sorumludur
(de las Heras-Rubio, et al., 2014; Wilson and Doudna Cate, 2012). Ribozom
biyosentezi sekil 2.5.’te verilmistir. Ribozom biyogenezi siirecindeki herhangi bir
adimin, o6rnegin DNA hasari, RP mutasyonlari, ilag¢/kimyasal etkilesimi, besin
yoksunlugu veya onkojenik aktivasyon tarafindan disregiilasyonu, niikleolar stresi
tetikler ve de serbest RP’lerin salinmasina neden olmaktadir. Bu siire¢ ribozomal stres

olarak da adlandirilmaktadir (Boulon, et al., 2010).
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2.3.2. Ribozomal Proteinlerin Ribozomla Iliskili Fonksiyonlar

Ribozomal proteinler ribozom igerisinde rRNA’nin katlanmasina yardimeci
olmaktadir (Traub and Nomura, 1969; Roth and Nierhaus, 1980). RP’lerin
yoklugunda, rRNA’nin hizla katlandig1 ancak siire¢ esnasinda lokal enerjetik olarak
elverisli tuzaklarda kolayca hapsoldugu belirtilmistir. Katlanma sirasinda RP’lerin
varlig1, rRNA’nin bu enerjik tuzaklara diismesini engeller ve ayrica, RP’ler karmasik
RNA kivrimlarinin stabilizasyonunda da rol oynamaktadirlar (Woodson, 2011).

Baz1 RP’ler translasyon sirasinda siirece katkida bulunmaktadirlar. Bakterilerde
Ribozomal Protein S1 (bRPS1)’in, muhtemelen mRNA ile etkileserek mRNA’y1
ribozoma yonlendirdigi ve translasyonun baglamasina aktif olarak katildigi one
stirtilmuistiir (Suryanarayana and Subramanian, 1983). Ayrica, bakterilerde, birkac¢ RP,
kod ¢6zmenin (detranskripsiyonun) dogrulugunu ve nihayetinde ribozomun mRNA
sekansini bir proteine ¢evirmesinin aslina uygunlugunu denetlemektedir (Agrawal, et
al., 1998). Okaryotik RP’lerin genel olarak translasyondaki rolii heniiz tam olarak
anlasilmamistir. Bununla birlikte, ¢esitli metodolojik yaklasimlar, Skaryotlardaki
RP’lerin translasyon makineleri ile bir¢cok etkilesimde yer aldigini ortaya koymustur
(Graifer and Karpova, 2015).

2.3.3. Ribozomal Proteinlerin Ekstra Ribozomal Fonksiyonlar:

Genel olarak, RP’lerin ekstra ribozomal islevleri, hiicre dongiisti, DNA onarimi
ve apoptoz ve bunlarla iliskili ¢esitli hiicresel siiregler altinda toplanmaktadir.

2.3.3.1. Hiicre Dongiisiiniin Diizenlenmesi

Cesitli calismalarda, RP’ler ve hiicre dongiisiiniin ilerlemesi arasinda birtakim
baglantilar kurulmugtur. RP’ler spesifik fonksiyonlara sahip protein aileleri ile
etkilesime girerek, hiicre dongiisiiniin ilerlemesini kontrol etmektedirler.

Baz1 RP’ler, siklinler veya sikline bagimli kinazlar (CDK) gibi fosforilasyon
yoluyla hiicre dongiisii ilerlemesini koordine eden heterodimerik protein kinazlari
modiile etmektedirler (Penzo, et al., 2019). Ornegin, RPL10m, ge¢ G2’den mitoza
hiicre dongiisii gegisinde Kkilit bir oyuncu olan Siklin B1/CDK1’in aktivitesini
dizenlemektedir (Li, et al., 2016).

Baz1 RP’ler ise, siklin bagimli kinaz inhibit6rleri (CKI) p21 ve p27 gibi hiicre
dongiisiiniin diizenlenmesinde yer alan modiilatorlerin ekspresyonu ve/veya aktivitesi
tizerinde etki ederek hiicre dongiistinii dolayli olarak modiile edebilmektedir (Molavi,
et al., 2019). Ribozomal Protein L3 (RPL3), p21 ekspresyonu ve stabilitesinin

diizenlenmesinde rol oynayan niikleofosmin (NPM) ve 6zgiilliik protein 1 (SP1) ile
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protein kompleksleri olusturarak G1 hiicre dongiisii durmasini indiiklemektedir
(Russo, et al., 2013; Russo, et al., 2016). RPS15, p27 mRNA ekspresyonunu inhibe
ederek G1/S faz gecisini hizlandirmaktadir (Guo, et al., 2011).

Siklinler ve CDK’lerin 6tesinde, Akt ve E2F Transkripsiyon Faktori 1 (E2F1)
gibi diger oOnemli efektorler hiicre dongiisi diizenlemesinde ©nemli bir rol
oynamaktadirlar. Ribozomal Protein S8 (RPS8)’in yikilmasi, fosforile Akt seviyesini
azaltarak, bunun sonucunda G0/G1 fazinda hiicre dongiistiniin durmasina yol
acmaktadir (Yao, et al., 2016). Ribozomal Protein L21 (RPL21) ise E2F1
transkripsiyon faktorii ve E2F1 hedef genlerinin diizenlenmesi yoluyla G1/S faz
ilerlemesini kontrol etmektedir (L1i, et al., 2020).

Ayrica mitokondriyal Ribozomal Protein S36 (mRPS36)’nin, p53°ii ve p53’iin
asagl akisinda yer alan p21°in ekspresyonunu ve post-translasyonel moditikasyonunu
degistirerek hiicre dongiisiiniin yavaslamasina yol actigi gosterilmistir. Spesifik
olarak, mRPS36, p53°ti Serin 15 iizerinden fosforile ederek stabil bir form
kazanmasina yol agmaktadir (Chen, et al., 2007). Ek olarak mitokondriyal RPL41
(mRPL41)’in de p53°1i stabilize ettigi ve mitokondriye tasinmasini arttirdigi, boylece
apoptozu aktive ettigi gosterilmistir. Ilgi ¢ekici olan, p53’ten yoksun hiicrelerde
mRPL41, siklin bagimli kinaz inhibitér 1B (CDKN1B)’yi stabilize ederek ve G1
fazinda hiicre dongiisti durmasini indiiklemistir (Yoo, et al., 2005).

2.3.3.2. DNA Onarmmi

Son birkag dekatta, birgok ¢alisma, farklit RP’lerin DNA onariminda yer aldigini
gostermistir. Ornegin, Ribozomal Protein S3 (RPS3), baz eksizyon onarimi (BER)
yolunda yer almaktadir (Ogaw and Baserga, 2017). Hiicre i¢i RPL3 seviyeleri ile de
homolog rekombinasyon (HR) ve homolog olmayan ug¢ birlestirme (NHEJ) gibi
spesifik DNA onarim islemlerinin aktivitesi arasinda gii¢lii bir korelasyon oldugu
gosterilmistir (Esposito, et al., 2014).

Yapilan bir caligmada Ribozomal Protein L6 (RPL6), DNA hasar yanitinda rol
oynayan Onemli bir diizenleyici faktér olarak tanimlanmistir. Arastirmacilar,
RPL6’nin histon H2A ile etkileserek poli-ADP-riboz polimeraz (PARP) bagimli bir
sekilde DNA hasar bolgelerine alindigini gostermislerdir. Ek olarak Ribozomal
Protein L8 (RPL8) ve Ribozomal Protein S11 (RPS11) gibi diger RP’lerin de RPL6
ile birlikte DNA hasar bolgelerine alindig1 rapor edilmistir. RPL6’nin susturulmasi,
DNA hasar kontrol noktasi 1 (MDCI1) ve H2A histon ailesi iiyesi X (H2AX)
mediatorlerinin DNA hasar bolgelerine baglanmasini engelleyerek ve H2A/H2AX
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ubikitinasyonunu azaltmaktadir. Sonug¢ olarak, RPL6 nin susturulmasi, DNA hasar1
onariminda ve hiicrenin yasam kabiliyetinde kusurlara neden olmaktadir (Yang, et al.,
2019).

Ayrica, MDM?2 (Mouse double minute 2 homolog)’nin spesifik bir DNA onarim
kompleksinin bir bileseni olan telomer bakim proteini nibrinini (NBS1) spesifik olarak
bagladig1 ve genomik stabiliteyi nemli 6lciide tehlikeye attig1 bildirilmistir. [lging bir
sekilde, MDM2 tizerindeki NBS1 baglanma bolgesi, Ribozomal Protein 14 (RPL14),
Ribozomal Protein .24 (RPL24) ve Ribozomal Protein S11 (RPS11) dahil olmak
tizere baz1 RP’ler i¢in baglanma bolgeleri ile yapisal olarak ortiismektedir. Bu nedenle,
genomik stabilitenin korunmasi, muhtemelen bu RP’ler tarafindan MDM?2 tizerindeki
NBSI baglanma bolgesinin maskelenmesinden kaynaklanmaktadir (Kim, et al., 2014;
Zhang, et al., 20006).

Son olarak, Ribozomal Protein S26 (RPS26), DNA hasarina yanit olarak p53
transkripsiyonel aktivitesini dogrudan modiile ederek DNA onarim siirecine
katilmaktadir (Cui, et al., 2014).

2.3.3.3. Apoptozun Diizenlenmesi

RP’lerin birkag ekstra ribozomal islevi arasinda, iyi tanimlanmis olanlardan biri
de apoptotik yolun diizenlenmesidir.

RPS3, pro-apoptotik bir islev sergileyen bir ribozomal proteindir. Bu etkinin
RPS3 ile tiimo6r nekroz faktorii reseptori tip 1-iliskili 61iim alani proteini (TRADD)
arasindaki fiziksel etkilesimden kaynaklandigi gosterilmistir. RPS3 aracili pro-
apoptotik sinyalinin, kaspaz-8/kaspaz-3 kaskadi ve c-Jun N-terminal kinaz (JNK)
yolunun aktivasyonu lizerinden gergeklestigi diistiniilmektedir (Jang, et al., 2012).
Laringeal karsinom hiicrelerinde, Ribozomal Protein S14 (RPS14)’lin arttirilmis
ekspresyonu, p38, mitojen aktive protein kinaz (MAPK) ve JNK sinyalini
indiikleyerek apoptozun aktivasyonuna yol agmaktadir. RPS14’iin apoptotik islevini
her iki apoptotik yolun (6liim reseptorii aracili ve mitokondriyal aracili) aktivasyonu
yoluyla gerceklestirdigi 6ne stirtilmiistiir (Saini, et al., 2009).

Yapilan bir ¢alismada RPL3, p53 delesyonu olan kolon kanseri hiicrelerinde
proapoptotik bir faktér olarak tanimlamistir (Pagliara, et al., 2016). Ayrica p53
mutasyonlu ilag direngli akciger kanseri hiicrelerinde, RPL3 ekspresyonunun asagi
regiile edildigi, RPL3 restorasyonun, ise reaktif oksijen seviyelerini, glutatyon (GSH)
icerigini, glutamat salinimini ve sistin alimim diizenleyerek hiicreleri ilaca karsi

yeniden duyarli hale getirdigi bildirilmistir (Pecoraro, et al., 2019).
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Ribozomal Protein S8 (RPS8) yikimimin glioblastoma kanser hiicreleri
tizerindeki etkisini inceleyen bir ¢alismada ise RPS8 susturma isleminin Bel-2 protein
seviyelerinin modiilasyonu yoluyla intrensik mitokondriyal apoptozu indiikledigi
gosterilmistir (Zhang, et al., 2016).

Over kanseri hiicrelerinde Ribozomal Protein S7 (RPS7)’nin yikilmasi, pro- ve
antiapoptotik proteinlerin ekspresyonunu farkli sekilde diizenler ve ateniie apoptoza
neden olmaktadir. RPS7 susturmanin, CDNKNI1, Bcl-2 iligkili X protein (BAX), Bcl-
2 antagonist/killer (BAK) ve Bcl-2 iligkili 6liim promoter (BAD) gibi pro-apoptotik
faktorlerin spesifik asagi regiilasyonuna yol agarken, Bcl-2 ve de B hiicre lenfoma-xI
(Bcl-x1) gibi anti-apoptotik faktorlerin ise yukari regiilasyonuna neden oldugu
bildirilmistir (Wang, et al., 2013).

Intrensek apoptotik yolun ¢oklu diizenleyicileri arasina, son c¢alismalar bazi
mitokondriyel RP’lerin de dahil oldugunu bildirmistir (Huang, et al., 2020). BMRP
(BCL-2 etkilesimli mitokondriyal ribozomal protein) olarak da adlandirilan mRPL41,
p53 stabilitesine katkida bulunur ve bald farelerde kanser hiicrelerinin biiyiimesini
baskilayarak p53°e bagli apoptozu indiiklemektedir (Yoo, et al., 2005). mRPL41, N-
terminalinin yakininda Bcl-2 baglanma bolgeleri icermektedir. Bu bolgeler olgun
proteinde bulunmadigindan, mRPL41’in Bcl-2 ile etkilesimi ve apoptotik aktivitesinin
sitozolde meydana gelmesi muhtemeldir (Conde, et al., 2012).

Mitokondriyal Ribozomal Protein S29 (mRPS29) ilk olarak 6liim iliskili protein
(DAP) ailesinin bir tiyesi olarak kesfedilmis ve DAP3 olarak adlandirilmistir. mRPS29
insan laringeal karsinom hiicre hattinda p38, MAPK ve JNK sinyallesmesinin
aktivasyonu yoluyla mitokondri aracili apoptozu indiiklemektedir (Kim, et al., 2017).

2.3.4. Ribozomal Proteinler ve Kanser

Stirekli biiyliyen ve ¢ogalan kanser hiicreleri yiiksek miktarda proteine ihtiyag
duymakta ve bu da protein sentezinde rélatif bir artisa neden olmaktadir. Bu fenomen,
kanser hiicrelerinin normal hiicrelerden ¢ok daha verimli ribozomlara ihtiya¢ duydugu
anlamma gelmektedir. Bu gorisle tutarli olarak, bir dizi tiimor baskilayic1 ve
onkojenik proteinin, ribozom biyogenezini ve genel protein sentezini diizenleyerek
kanser hiicrelerinin ilerlemesini siklikla kontrol ettigi 6ne siiriilmiistiir (Silvera, et al.,
2010). Kanser hiicrelerinin biiytimesi ve ¢ogalmasi i¢in ribozomun 6neminin yani sira,
ribozom yapisinda yer almayan RP’ler de tiimor olusumunda rol oynamaktadir. Cesitli
insan timdrlerinde mRNA veya protein seviyesinde ¢cok sayida RP’nin yukari regiile

edildigi bulunmustur (Artero-Castro, et al., 2011; Chen, et al., 2014). RPS3A’nin asir1
14



ekspresyonunun NIH-3T3 hiicre hattinin neoplastik transformasyonuna yol ac¢tigi ve
farelerde tiimor biiytimesini destekledigi bildirilmistir (Naora, et al., 1998). Ek olarak,
mide kanseri hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edilen RPS13’iin, ilaca baglh
apoptozu inhibe ettigi ve kanser hiicresi proliferasyonunu destekledigi gosterilmistir
(Guo, et al., 2011). Bazi RP’lerin onkojenik fonksiyonlarinin aksine, timor
baskilayicilar1 aktive ederek veya onkoproteinleri etkisiz hale getirerek timor
olusumunu baskilamada rol oynadig1 da gosterilmistir (de Las Heras-Rubio, et al.,
2014). Yapilan bir dizi ¢alismada birgok RP’nin, MDM2 (Mouse double minute 2
homolog)/MDM4 (Mouse double minute 4 homolog)-p53 kaskadini diizenleyerek
tiimor hiicresi proliferasyonunu baskiladigi rapor edilmistir. RP-MDM?2 etkilesimi ilk
olarak MDM?2-p53 geri besleme dongiisiiniin Ribozomal Protein L11 (RPL11), RPL5
ve RPL23 tarafindan diizenlemesinin kesfi ile ortaya ¢ikarilmistir (Lohrum, et al.,
2003; Zhang, et al., 2003; Dai and Lu, 2004; Dai, et al., 2004; Jin, et al., 2004).
Hiicreler, cesitli dis faktorler veya diger RP’lerin tilkenmesi tarafindan tetiklenen
niikleolar stres altinda olduklarinda, bu {i¢ spesifik RP’nin ribozom biyogenezine
katilmas1 Onlenerek, pre-ribozomlardan niikleoplazmaya salinmaktadir. Burada bu
proteinler MDM?2’ye baglanarak ve MDM?2 aracili p53 ubikitinasyonunu inhibe
etmekte ve kompleksin ayrilmasina, hiicre dongiisii ve proliferasyonun durmasina yol
acmaktadirlar. RP’lerin ¢ogunun dogrudan MDM?2 ile etkilesime girmesine ragmen,
RPS15, RPS20 ve RPL37°nin de MDM2’nin homologu olan MDM4’e baglandig1 da
gosterilmistir (Daftuar, et al., 2013). RPL26 en sira dist RP’lerden biridir ¢linkii sadece
MDM?2 ile etkilesime girmekle kalmaz, ayn1 zamanda p53 mRNA’s1 ile de etkilesime
girmekte ve translasyonunu arttirmaktadir (Takagi, et al., 2005).

2.3.4.1. Kanser Tanisinda Biyobelirte¢ Olarak Ribozomal Proteinler

Kanser hiicrelerinde ribozom biyogenez siirecindeki degisikliklerin incelenmesi,
erken tani, prognoz ve tedavi seyrinin dngdriilmesi i¢in ¢esitli biyobelirteclerin ortaya
cikmast agisindan umut vericidir. Ribozomal Protein .18 (RPL18) ve Ribozomal
Protein L16 (RPL16)’daki somatik mutasyonlar, T hiicreli akut lenfoblastik 16semide
(T-ALL) tanimlanmistir (Mushtaq, et al., 2018). RPL3 mutasyonlari, kemik iligi
aplazisi ve artmis hematolojik kanser ile karakterize bir ribozomopati olan Diamond-
Blackfan anemisinde bulunmaktadir (Engidaye, et al., 2019). Bir calisma, p53
delesyonu olan kolon kanseri dokularinda azalmig RPL3 ekspresyonunun, malign
progresyon ve timdor derecesi ile ve ayrica S-Fluorourasil (5-FU) ve Oksaliplatin

(OHP) gibi farkli kemoterapotik ajanlara direng gelisimi ile iliskili oldugunu
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gostermistir (Esposito, et al., 2014). Insan prostat kanseri dokularmin kantitatif
analiziyle, prostat kanseri hastalarinda asir1 eksprese edilen li¢ RP; Ribozomal Protein
S19 (RPS19), Ribozmal Protein S21 (RPS21) ve Ribozomal Protein S24 (RPS24)
tanimlanmigtir (Arthurs, et al., 2017). Ayrica RPS24°iin bir biyobelirte¢ olarak
etkinligi, insan kolon karsinomu i¢in de rapor edilmistir (Arthurs, et al., 2017).
Ribozomal Protein S17 (RPS17), hepatoseliiler karsinomda potansiyel bir prognostik
biyobelirte¢ olarak tanimlanmistir. 182 hastadan olusan bir kohortta yiiriitiilen
calismada, yiliksek RPS17 diizeylerinin cerrahi rezeksiyondan sonra daha kisa
sagkalim ve niiksiiz sagkalim ile iligkili oldugu gosterilmistir (Zhou, et al., 2020).
RPS17, RPS9 (Ribozomal Protein S9) ve RPS13, yetiskin bireylerde kotii huylu beyin
timorii olan glioblastoma tedavisinde Topoizomeraz II’ye (TOP2) yanit igin
varsayilan biyobelirtegler olarak tanimlanmistir (Awah, et al., 2020). Mutasyonlarin
karakterizasyonu ve RP’lerin anormal ekspresyonu, kanser teshisi, prognozu ve tedavi
tahminlerinde faydali araglarin ortaya ¢ikmasi i¢in umut vaat etmektedir.

2.3.4.2. Kanser Tedavisinde Ribozomal Proteinler

Bir dizi c¢alisma, farkli insan kanser tiirlerinde birka¢ bireysel RP’nin
degistirilmis ekspresyonunu gostermistir. Bazt RP’lerin ise yeni ekstra ribozomal
fonksiyonlarinin tanimlanmasi, bu proteinleri yeni bir onkojenik veya tiimor
baskilayici faktor olarak one ¢ikarmistir (Penzo, et al., 2019; Russo and Russo, 2017).

Prostat kanserinde, Ribozomal Protein S5 (RPSS5) ve Ribozomal Protein L19
(RPL19)’un ekspresyonu 6nemli 6l¢tide yiikselmekte ve bazi ¢alismalar bu proteinleri
yeni terapotik hedefler olarak tanimlamaktadir. Lokal veya sistemik olarak uygulanan
ribozim benzeri bir oligoniikleotit yoluyla RS5°in susturulmasinin, farelerde
metastatik tiimdorleri eradike ettigi bildirilmistir. Ayrica ayni ¢alisma grubu tarafindan
RPS5’in pre-let-7a-1 miRNA (mikro RNA) olgunlagma siirecini bloke ettigi, bu
olgunun Ras ve c-Myc gibi onkogenlerin ekspresyonunu ve primer prostat hiicre
hatlarinin malign bir fenotipe doniistimiinii destekledigi rapor edilmistir. Buradan yola
cikarak, RPS5’in susturulmasinin prostat kanseri tedavisinde potansiyel bir terapotik
strateji olabilecegini diisiiniilmektedir (Wang, et al., 2012).

Ribozomal Protein L.39 (RPL39) ve Ribozomal Protein L32 (RPL32), meme
kanseri tedavisi i¢in potansiyel terapotik hedefler olarak tanimlanmaktadir. Bahsi
gecen RP’lerin fonksiyonlarini engellemek i¢in gen susturma uygulamalarinin
antikanser etkilere yol actigi gosterilmistir (Dave, et al., 2014; Xu, et al., 2020).

Ubikitéz dogalar1 goéz oOniine alindiginda, spesifik RP’leri kodlayan genlerin
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susturulmasi, sadece tiimor hiicrelerini degil ayni zamanda saglikli hiicreleri de
oldiirebilecek bir stratejidir. Buna karsi bir takim yonlendirilmis, hedef spesifik tedavi
yontemleri gelistirilmektedir. Bu baglamda, kanser hiicreleri tarafindan asir1 eksprese
edilen reseptorlere 06zgii etiketler tasiyan nanopartikiiller kullanilarak kanser
hiicrelerini secici olarak hedefleme umut verici bir terapétik stratejidir (d” Angelo, et
al., 2018). RPL39’un lipozom nanopartikiilleri i¢inde paketlenmis spesifik kiigiik
interferans yapan RNA (siRNA) tarafindan susturulmasi, nitrik oksit sentaz sinyalinin
inhibisyonu tiizerinden, meme kanseri deneysel ksenograft tiimoérlerde kanserin
baslangi¢ ve metastatik evrelerini gerilettigi bildirilmistir (Dave, et al., 2014).
Lentiviriis ile iletilen siRNA kullanilarak RI.32°nin susturulmasi ise meme kanser
hiicresi migrasyonunu ve invazyon kabiliyetini in vitro/in vivo olarak azalttigi
bildirilmistir (Xu, et al., 2020).

Yapilan bazi calismalar, RPL32’nin akciger kanseri i¢in umut verici bir terapotik
hedef olabilecegini gostermistir. RPL32°nin asir1 ekspresyonu, akciger kanseri
hastalarinda kétii prognoz ile iligkilendirilmistir. RPL32 gen susturmanin ribozom
biyogenez stresini indiikledigi, RPL18 ve RPL5’in ¢ekirdekten niikleoplazmaya yer
degistirmesine neden olarak MDM?2’yi baglamalarina ve akciger kanseri
proliferasyonunun inhibisyonu ile sonuglanan p53 birikimine yol actig1 bildirilmistir
(Xie, et al., 2020). RPS6’nin, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri, skuamdz hiicreli
6zofagus karsinomu, pankreas ndroendokrin tiimérleri ve sarkomlar dahil olmak tizere
bir¢ok kanserde 6nemli 6l¢ilide yukart regiile edildigi ve 6zellikle over kanseri igin
terapotik bir hedef olabilecegi bildirilmistir. Ribozomal Protein S6 (RPS6)’nin
Lentivirus-shRNA (short-hairpin RNA) tarafindan yikilmasi, over kanseri hiicrelerinin
migrasyon ve invazyon kabiliyetini énemli 6lgiide inhibe ettigi ve G0/G1 fazinin
durmasini indiikledigi belirtilmistir (Yang, et al., 2020).

Asirt ekspresyonda oldugu gibi, bazi bireysel RP’lerin kaybi da hiicresel
fenotipteki spesifik degisikliklerle iligkilidir. RPL3, hiicresel stres yanitinda 6nemli bir
belirleyicidir; RPL3 hiicre dongiisii durmasini ve apoptozu indiiklerken otofajiyi
inhibe eder (Russo, et al., 2016; Pagliara, et al., 2016; Pecoraro, et al., 2019). RPL3’lin
asir1 ekspresyonu, bazi antikanser ilaglarinin antitiiméral etkisini arttirirken (Guo, et
al., 2011; Pecoraro, et al., 2020), RPL3’tin susturulmasi, p53 mutasyonlu akciger ve
p53 delesyonlu kolon kanseri hiicrelerinde 5-FU gibi ilaglara direng¢ kazandirir
(Pecoraro, et al., 2019; Ebright, et al., 2020; Mosca, et al., 2020; Barbato, et al., 2020).
Yapilan bir ¢alismada RPL3 ekspresyon vektoriiniin transfeksiyonu yoluyla RPL3
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protein seviyesinin restorasyonu, reaktif oksijen tiirlerinin seviyelerini, GSH igerigini
ve sistin alimin1 diizenleyerek ilag direngli hiicreleri kemoterapiye yeniden duyarli hale
getirmistir (Pecoraro, et al., 2019).

RPL14’tn  ko-transdiiksiyonu, p53 mutasyonlu kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu baskilamada adenoviral vektorli pS53°tn terapotik etkinligini
arttirmistir. Ektopik RPL14 proteini, p53°ii stabilize eder ve hiicrelerde birikimine yol
acar ve bu olguya in vitro/in vivo olarak p53 asag1 akis hedef genleri olan MDM2 ve
p21°in artan ekspresyon seviyeleri eslik eder (Zhang, et al., 2013).

Embriyogenez sirasinda ribozom biyogenezinin pertiirbasyonunun c¢esitli
genetik hastaliklarina yol acan ciddi gelisimsel kusurlara neden olmasina ragmen,
kanserli hiicrelerde kisitli ribozomal stresin ¢esitli klinik uygulamalar1 vardir.
Ribozomal stres tarafindan indiiklenen bir dizi RP, tiimor baskilayicilarin aktivitelerini
arttirmaktadir. Ornegin, p53 aktivitesi ribozomal stres tizerine RP’ler tarafindan biiyiik
ol¢tide arttirilmaktadir. RPLS ve RPL11 gibi RP’lerin azaltilmasi, ribozomal stresin
neden oldugu p53°e bagli hiicre dongiisti durmasini ve birgok tipte tiimor hiicresinde
apoptozu 6nemli 6l¢iide bozmaktadir (Zhang and Lu, 2009; Zhou, et al., 2012). RP’ler
ayrica onkojenik c-Myc gibi proteinleri etkisiz hale getirmektedir (Dai, et al., 2007;
Challagundla, et al., 2011; Liao, et al., 2014; Zhou, et al, 2013). Ek olarak, hizli ve
aktif olarak bliyllyen ve ¢ogalan tiimor hiicrelerindeki, gelismis ribozom
biyogenezinin normale indirgendigi zaman, c-Myc destekli timor biiylimesinin 6nemli
Ol¢tide ortadan kalktigi ve bunun sonucunda kanser hiicrelerinin normal somatik
hiicrelere kiyasla daha fazla ribozom makinesine ihtiya¢ duydugu kanitlanmistir
(Barna, et al., 2008). Bu olgu, tiimér hiicrelerinin ribozomal strese normal somatik
hiicrelerden daha duyarli oldugunu ve dolayisiyla tiimor hiicrelerinde ribozom
biyogenezinin hedeflenmesinin yenilik¢i anti-kanser tedavilerinin gelistirilmesinde
makul bir strateji olabilecegini diistindiirmektedir. Anti-ribozom biyogenez ilaglari
normal ve farklilasmis hiicrelere daha az genotoksiktir, ¢iinkii DNA hasarina
genellikle neden olmadan ribozomal stresi indiikleyebilmektedirler. Secici olarak
RNA Pol I'i hedefleyen ve boylece ribozomal stresi indiikleyen birkag¢ anti-kanser
kemoterapétik ajan tanimlanmistir. Insan guanin-sitozin agisindan zengin rDNA’nin
transkripsiyonuna, sablon DNA’nin renatiirasyonunu 6nleyen sablon yapida olmayan
G-quadruplex DNA/niikleolin kompleksi olusumu eslik etmektedir. Kiictik bir
molekiil olan ve CX-3543 olarak adlandirilan bir ajan, G-quadruplex yapilarina

baglanma icin niikleolin ile rekabet eder ve sonu¢ olarak RNA Pol I'e bagh
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transkripsiyonun spesifik inhibisyonuna yol agar (Drygin, et al., 2009). Ayn1 grup
tarafindan tanimlanan bir baska spesifik RNAPol I inhibitérii olan CX-5461,
transkripsiyon faktorii SL1’in RNA Pol I’e duyarli promotere alinmasint dnler ve
rDNA transkripsiyonun baslamasini inhibe eder (Drygin, et al., 2011). Bahsi ge¢en
inhibitor, yapilan bir ¢alismada, RNA lenfoma tiim6r modelinde spesifik olarak RNA
Pol I'e 6zgii transkripsiyonu hedefleyerek normal B hiicrelerine zarar vermeden
anlamli bir p53 bagimli anti-kanser etkisi sergilemistir (Bywater, et al., 2012). Bu
calisma tiimor hiicrelerinin ribozomal strese olduk¢a duyarl oldugunu ve potansiyel
bir anti-kanser tedavisi olarak ribozom biyogenezinin hedeflenmesine bir 6rnek
sunmaktadir. RNA Pol I’in yant sira, ribozom biyogenezinin RP’ler, RNA Pol III ve
diger ribozomal olmayan niikleolar faktorler dahil yiizlerce proteine de ihtiyaci vardir.
Teorik olarak, ribozomal proteinlerin herhangi birinin hedeflenmesi ribozomal strese
neden olabileceginden, anti-kanser tedavisinin gelisimi i¢in potansiyel tasimaktadir.

2.3.5. Ribozomal Proteinler ve Meme Kanseri

Baz1 ribozomal proteinlerin meme kanseri olgularinda sag kalim oranlariyla,
meme kanser hiicrelerinde ise hiicre dongiisii, endoplazmik stres ve apoptoz ile iligkili
oldugu bulunmustur (Henry, et al., 1993; Fancello, et al., 2017). Meme kanserlerinin
bazi molekiiler alt siniflarinda, hiicre proliferasyonu viicuttaki steroid hormon
diizeylerine (6zellikle 6strojen) oldukca bagimlidir. Bagka bir deyisle, hormon reseptor
sinyali, hiicre biliylimesi i¢in ana uyaricidir. Meme kanseri hiicrelerinde rRNA gen
transkripsiyonunun (ribozom biyogenezinin ilk asamasi) aktivasyonu ER’ye baglidir
ve hormon antagonistleri tarafindan bastirilmasi konvansiyonel hormon tedavisinin de
temelini olusturmaktadir (Ray, et al., 2013). Yapilan bir ¢alismada, ribozomal 40S
proteini RPS6 kinaz 1’in (S6K1) asir1 ekspresyonunun meme kanseri molekiiler
siniflandirmasinda da yer alan ER-a’y1 serin 167 tizerinde fosforile ederek ER-a’nin
transkripsiyonel aktivasyonu {lizerinden serum starvasyonu kosullarinda meme kanser
hiicrelerine proliferatif bir avantaj sagladigi gosterilmistir (Yamnik, et al., 2009). Bir
diger meme kanseri molekiiler siniflandirmasinda kullanilan belirte¢ olan Her-2’nin
(ErbB-2/neu) yiiksek seviyelerinde, RPL19 mRNA ekspresyonun arttigi bulunmustur
(Henry, et al., 1993). Buradan yola ¢ikarak meme kanserinin tiimiinde ve/veya
molekiiler alt tiplerinde, ektopik artig gosteren ribozomal proteinlerin hedeflenmesi
hem ribozomal strese yol acarak apoptozun uyarilmasi hem de bu proteinlerin kanser
lehine olan ekstra-ribozomal etkilerinin ortadan kaldirilmasi ag¢isindan terapotik

potansiyel tagimaktadir.
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2.3.6. Ribozomal Protein L10

Ribozomal protein L10 (RPL10), mayadan insana bir¢ok tiirde ribozomun 60S

alt birimlerinde bulunan yaklasik 24 kDa molekiil agirligina sahip bir yapisal

proteindir. RPL10, X kromozomu tizerinde q28 bolgesinde bulunan bir gen tarafindan

kodlanmaktadir (Sekil 2.6) (Eisinger, et al., 1997). RPL10 protein ve genine ait
alternatif adlandirmalar Tablo 2.1.’de, UNIPROT veri bankasindan elde edilen

molekiiler fonksiyonlar1, yer aldig1 biyolojik siiregler ve iligkili oldugu patolojiler

Tablo 2.2°de verilmistir.
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Sekil 2.6. RPL10’un kromozomal lokalizasyonu (GeneCards, 2021)

Tablo 2.1. RPL10 alternatif protein ve gen adlandirmalari (GeneCards, 2021a; NCBI, 2021a)

Protein
Isimleri

Onerilen isim:

60S ribosomal protein .10
Alternatif isimler:

Wilms tumor-related protein

laminin receptor homolog

large ribosomal subunit protein ul.16
tumor suppressor QM

Gen isimleri

Adi: RPL10
Sinonimler: QM; L10; NOV; AUTSXS5; DXS648;
MRXS35; DXS648E

Organizma

Homo sapiens (insan)

Tablo 2.2. RPL10’un molekiiler fonksiyonlari, yer aldig1 biyolojik ve patolojiler siirecler

(UNIPROT, 2021a)

Molekiiler Fonksiyonlar

RNA baglama

Ribozomun yapisal bilegeni
Translasyon diizenleyici aktivite

Yer Aldigi Biyolojik Siirecler

Embriyonik beyin gelisimi

Apoptotik siirecin negatif diizenlenmesi

RNA polimeraz 2 kaynakli transkripsiyonunun negatif diizenlenmesi
Niikleer transkripsiyonlu mRNA disregiilasyonu

Translayonun diizenlenmesi/baglatiimasi

Ribozumun biiyiik alt biriminin olusturulmast

Tliskili Oldugu Patolojiler

Otizm spektrum bozuklugu
Mental retardasyon

Kanser
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RPL10’un protein sentezindeki yapisal roliiniin yansira, ekstra ribozomal
fonksiyonlara sahip olduguna dair bircok veri bulunmaktadir. Ilk olarak, RPL10
komplementer DNA (¢cDNA)’s1t Wilms tiimoriinde (Nefroblastoma) kesfedilmis ve
onkogenez lizerinde baskilayici etkileri oldugu diistiniilmiistiir (Loftus, et al., 1997;
Dowdy, et al., 1991). Sonrasinda RPL10’un, hiicre ¢ogalmasi, migrasyon ve
diferansiyasyon gibi ¢esitli hiicresel biyolojik siireglere ait sinyal iletim yolaklarinda
yer alabilecegi gosterilmistir (Oh, et al., 2002). Prostat kanserinde ise erken evrede
RPL10 seviyelerinin diisiik, ge¢ evrede ise yiiksek diizeyde oldugu bildirilmis ve
RPL10 diizeyleri ile tiimor prognozunun baglantili olabilecegini 6ne siirtilmustiir
(Altinok, et al., 2006). Bagka bir ¢alismada ise T-hiicre akut lenfoblastik 16semide
RPL10 geninin bir mutasyonu (R98S) tanimlanmis (Girardi, et al., 2018) ve ayni
calisma grubu tarafindan da bu mutasyonun Janus kinaz/Transkripsiyonun sinyal
ileticileri ve aktivatorleri (JAK/STAT) sinyal yolunun uyarilmasiyla iligkili oldugu
bildirilmistir (Kampen, et al., 2019). Insan epitelyal over kanserinde ise RPL10
seviyeleri saglikli over dokularia gore daha yiiksek diizeyde bulunmustur. RPL10’un
dusiik ekspresyon diizeyinde apoptozu arttirdigi, hiicre canliligini, migrasyonu ve
invazyonu ise azalttigi bulunmustur. Buna karsilik asir1 eksprese edildiginde ise,
apoptozu azaltirken hiicre canliligini, migrasyonu ve invazyonu arttirdig: bildirilmistir
(Shi, et al., 2018). Ayrica RPL10, atipik teratoid/rabdoid tiimorler i¢in biyopsi ve
immiinohistokimya gibi standart tani araglarina ek olarak potansiyel bir diagnostik
belirte¢ olarak tanimlanmistir (Ren, et al., 2018). Sonug olarak RPL10 proteinin hem
onkogenez {lizerinde etkisi hem de prognoz tayini ag¢isindan c¢eligkili sonuglar
bulunmugtur. Bununla birlikte RPL.10’un tani araci olarak deger tasiyabilecegi de ifade
edilmistir.

2.3.7. Ribozomal Protein L41

Ribozomal protein L41 (RPL41) 3,4 kDa’lik kiiciik bir peptittir (Odintsova, et
al., 2003). RPL41, 12. kromozom {izerinde 12q13.2 bolgesinde bulunan bir gen
tarafindan kodlanmaktadir (Sekil 2.7) (GeneCards, 2021b). RPL41 protein ve genine
ait alternatif adlandirmalar Tablo 2.3.’de, UNIPROT veri bankasindan elde edilen

molekiiler fonksiyonlar1 ve yer aldig1 biyolojik siirecler Tablo 2.4.’de verilmistir.
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Sekil 2.7. RPL41°un kromozomal lokalizasyonu (GeneCards, 2021b)

Tablo 2.3. RPL41 alternatif protein ve gen adlandirmalart (GeneCards, 2021b; NCBI, 2021b)

Protein Onerilen isim:
Isimleri 60S ribosomal protein L41
Alternatif isimler:

HGI12 protein
homologue of yeast ribosomal protein YL41
large ribosomal subunit protein eL.41
Gen isimleri Adi: RPL41
Sinonimler: QM; L41; HG12
Organizma Homo sapiens (insan)

Tablo 2.4. RPL41°in molekiiler fonksiyonlari ve yer aldig1 biyolojik siirecler (UNIPROT,
2021b)

Molekiiler Fonksiyonlar

mRNA 3'-UTR baglama

mRNA 5'-UTR baglama

Ribozomun yapisal bileseni

Yer Aldig1 Biyolojik Siirecler

Sitoplazmik translasyon

Translayonun diizenlenmesi/baslatiimasi

Protein kinaz CK II’nin beta alt birimi ile etkilesime girer ve DNA
topoizomeraz Il alfa’nin CKII tarafindan fosforilasyonunu uyarir

Yapilan bir ¢alismada yedi intrahepatik kolanjiokarsinom timér ve timor
cevresi saglik doku 6rnek ¢iftlerinde RNA-Seq verileri analiz edilmistir. Diferansiyel
gen ekspresyon analizi ile RPL41 geninin timor dokularinda yukari yonlu regiile
edildigi gosterilmistir (Yang and Zong, 2016). Nazofaringeal karsinoma hiicre
hatlarinda yapilan baska bir ¢aligmada ise RPL41 geni normal nazofarenks epitel
hiicrelerine kiyasla ¢alismadaki tiim nazofaringeal karsinoma hiicre hatlarinda asiri
ekspresyon gostermistir (Sim, et al., 2016). RPL41’in, timor hiicresi sag kaliminin ana
diizenleyicisi ve insan kanserlerinin potansiyel bir terapotik hedefi olan aktive edici
transkripsiyon faktorii 4’tin (ATF4) niikleustan bir proteazom belirteci ile birlikte
boyandig: sitoplazmaya relokasyonunu indiikledigi boylece RPL41’in hizli ir ATF4
yikimina neden oldugu gosterilmistir. Ayni ¢alisma grubu tarafindan RPL41 yikimina
sahip hiicrelerde, ATF4 ekspresyonun 6nemli 6l¢iide arttig1 bildirilmistir, bu olgular
birlikte ele alindiginda RPL41’in hiicresel ATF4 seviyesinin diizenlenmesinde

fizyolojik bir rol oynayabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica RPL41’in, tiimo6r hiicresi
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O6lumiinii ve hiicre siklusunun durmasini uyarma yetenegine sahip oldugu da
gosterilmistir; disiik dozda, rekombinant RPL41 uygulamasi, akciger kanseri hiicre
hattinda, tiimor hiicrelerini DNA hasar ajani cisplatine duyarli hale getirdigi
gosterilmistir (Wang, et al., 2011). Anti-sense tabanli bir fonksiyonel tarama
modellinin kullanildig: bir ¢alismada, RPL41’in asag regiilasyonunun, yumusak agar
plakalarinda NIH3T3 hiicrelerinin agar yiizeyine baglanmadan bagimsiz biiytimesine
yol agtigin1 bildirilmistir. Ayni ¢alismada gene spesifik kiigiik interferans yapan RNA
ile RPL41 susturulmasi, fare modelinde artan tiimor biiylimesi dahil olmak {izere,
NIH3T3 hiicrelerinin malign transformasyonu ile sonug¢landigi gosterilmistir. RPL41
delesyonun, floresan in situ hibridizasyon analizleri ile tiim6r hiicre hatlarinin
%59unda ve kantitatif gercek zamanli-polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR)
yontemi ile primer meme kanserlerinin %75’ inde RPL41 asag1 regiilasyonu ile tespit
edilmistir. Ayrica kiitle spektrometrisi ile RPL41, tubulin beta, gama ve miyosin ITA
dahil olmak tizere cesitli hiicre iskeleti bilesenleri ile iligkilendirilmistir. RPL41’in
dogrudan polimerize tiibiillere baglandigi, RPL41°1 asir1 eksprese eden hiicrelerin,
nocodazol kaynakli mikrotiibiil depolimerizasyonuna direngli oldugu ve rekombinant
RPL41 uygulamasinin hiicresel alfa-tiibiilin asetilasyonunu ve G(2)/M hiicre dongiisii
durdurmasini indiikledigi ayni ¢alisma i¢inde bildirilmistir. Bu sonuglar, RPL41’in
mikrotiibiiller tizerinde stabilize edici bir rolii oldugunu gostermektedir. RPL41
yikimina sahip hiicrelerde anormal igcikler, basarisiz bir sitokinez siireci ve
poliniikleer hiicre formasyonu gozlenmistir. Elde edilen bulgular, RPL41’in saglikli
ve fonksiyonel bir ig formasyonu ve sentrozomun biitiinliigii i¢in gerekli olan
mikrotiibiiller ile iligkili bir protein olduguna, RPL41 agag1 regiilasyonu ile iligkili
anormal mitoz ve disregiile sentrozomun malign transformasyona yol agabilecegine
dair kanitlar saglamaktadir (Wang, et al., 2010). Bu bulgular RPL41’in bir tiimor

baskilama roliine sahip oldugunu diisiindiirmektedir.

Yapilan onceki caligmalarda meme kanserinin molekiiler alt tiplemesinde
kullanilan parametrelerin bazilarinin ribozomal proteinlerle iliskisi arastirilmis olsa da
RPL10 ve RPL41 gen ekspresyonlarinin spesifik olarak herhangi bir alt tipteki
ekspresyon diizeyi arastirllmamistir. Calismamizin amaci, RPL10 ve RPL41 gen
ekspresyonunun meme kanseri alt tiplerindeki degisimini arastirarak edinilen

bilgilerle, meme kanserinde bir biyobelirte¢ olarak kullanim alaninin arastirilmasidir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan Materyaller

3.1.1. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Hassas terazi (Chyo Balanced Corparation, JL.-180, Japonya)

Yiiksek hizli, sogutmali santrifiij (Hermle, Z 32 HK, Almanya)

Mikrosantrifiij (SIGMA, 3K30, ABD)

Mikrosantrifiij (Jouan, A-14, Fransa)

Vorteks VM3, (Windaus, 3392, Almanya)

S1v1 azot tanki (International Cryogenics, Inc.IC 20D Storage Dewor, ABD)

Otoklav (Niive, OT 4060, Tiirkiye)

Nano-Drop spektrofotometre (Thermo Scientific, NanoDrop 2000, ABD)

PCR dongii cihaz1 (Kyrotech, SuperCycler Trinity, Avustralya)

qRT-PCR cihaz1 (Bio-Rad, CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System,
ABD)

Mikropipetler (Eppeddort 20, 100, 200, 1000, Almanya).

1.5 ml niikleaz igermeyen eppendorf (Grenier Bio-one, ABD)

0.2 ml PCR tiip (Grenier Bio-one, ABD)

Derin dondurucu -80 °C, (NUAIRE, ABD)

10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 ul, 1000 ul, streril pipet uglart (Grenier bio-one,
Avusturya)

Elektroforez tanki (Bio-Rad, Wide Mini-Sub Cell GT, ABD)

Elektroforez gii¢ kaynagi (Bio-Rad, PowerPac Basic, ABD)

Jel goriintiiliime (Bio-Rad, ChemiDoc™ MP Imaging System, ABD)

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar

FavorPrep™ Tissue Total RNA Mini Kit (Favorgen, Tayvan)

SsoAdvanced™ UNIVERSAL SYBR® Green Supermix (Bio-rad, ABD)

iScript™ ¢DNA synthesis kit (Bio-Rad, ABD)

GAPDH i¢in qRT-PCR F/R primer 20 bp (Oligomer, Tiirkiye)

RPL10 i¢in qRT-PCR F/R primer 20 bp (Oligomer, Tiirkiye)

RPLA41 i¢in qRT-PCR F/R primer 20 bp (Oligomer, Tiirkiye)

B-merkaptoetanol (Sigma-aldrich, ABD)

Trizol (Hibrizol, Hibrigen, Tiirkiye)

Kloroform (Sigma-aldrich, ABD)



GeneRuler Low Range DNA Ladder, ready-to-use (Thermo Scientific, ABD)

GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, ABD)

Tris (Sigma-aldrich, ABD)

Borik Asit (Sigma-aldrich, ABD)

EDTA Disodyum (Sigma-aldrich, ABD)

Agaroz (Sigma-aldrich, ABD)

Etidyum bromiir (Sigma-aldrich, ABD)

DNA Gel Loading Dye (Thermo Scientific, ABD)

3.2. Yontemler

3.2.1. Calisma Popiilasyonunun Ozellikleri

Calismamiz Ondokuz Mayis Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan OMU KAEK 2020/78 nolu kararla etik agidan uygun bulunup
onaylanmistir. Calisma, dort adet hasta, bir adet kontrol grubunda bulunmak tizere
toplam 74 numune igerecek sekilde tasarlanmistir. Calismada kullanilacak hasta ve
kontrol grubunu olusturan doku 6rnekleri, aydinlatilmis onam formunu imzalayan 18
yas Ustli goniillii kadin bireylerden alinmistir.

Hasta gruplarini olusturan ornekler (n=58), Samsun Ondokuz Mayis
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Genel Cerrahi Anabilim Dalina basvuran meme
kanseri tanisi alan hastalardan rutin mastektomi islemi ile elde edilmistir.

Kontrol grubunu olusturan 6rnekler (n=16) ise rediiksiyon mamoplasti gibi
kanser cerrahisi uygulamalart disinda kalan, goniillii hastalardan elde edilen ve
histopatolojik muayene sonucu herhangi neoplastik ve enflamatorik bulgular
gostermeyen sagliklt dokulardan olusturulmustur.

3.2.2. immunohistokimyasal Analizler ve Orneklerin Molekiiler Alt

Tiplerinin Belirlenmesi

Operasyonu takiben tespit edilmeden Pataloji Anabilim Dali laboratuvarina
gonderilen numunelerin makroskopik incelemeleri yapildiktan sonra parcalara
ayrilarak orneklendirilmistir. Her bir numune i¢in bir parc¢a tiimor 6rnegi qRT-PCR
yontemiyle gen ekspresyon analizi icin DNAase ve RNAase free kosullarda -80°C
dondurularak ¢alisma giiniine kadar muhafaza edilmistir, diger timor dokusu 6rnekleri
ise 24 saat %10’ luk notral formalinde tespit edildikten sonra doku takibine alinmistir.
Doku takibi sonrast hazirlanan parafin bloklardan 4 mikronluk kesitler alinip
hematoksilen-eozin ile boyanarak, 1sitk mikroskobunda incelenmistir. Tiimoérlerin

histolojik tiplendirmesi ve derecelendirmesi yapilmistir (Tan, et al., 2019). Lenf
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nodlar1 ve cerrahi sinirlar degerlendirilmistir. Immunohistokimyasal incelemede her
bir 6rnek icin Ostrojen reseptorii, progesteron reseptérii, insan epidermal biiylime
faktorti 2 ve Ki67 proliferasyon indeksi parametreleri degerlendirilerek ve bu
parametrelere gore Ornekler dort molekiiler alt gruba ayrilmistir (Goldhirsch, et al.,
2013). Hasta ve kontrol gruplarinin immunohistokimya profili tablo 3.1.’de
verilmistir.

Kontrol grubu i¢in ise kanser cerrahisi uygulamalar1 disinda elde edilen meme
dokulart kullanilmistir. Her bir kontrol numunesi i¢in Pataloji Anabilim Dali
laboratuvarinda makroskopik inceleme yapilmis ve sonrasinda spesmenler
parcalanarak bir parca QRT-PCR yo6ntemiyle gen ekspresyon analizi i¢in DNAase ve
RNAase free kosullarda -80 °C’de dondurularak c¢alisma glinline kadar muhafaza
edilmistir. Diger doku parcalari ise 24 saat %10’luk notral formalinde fikse edildikten
sonra doku takibine alinmistir. Doku takibi sonrast hazirlanan parafin bloklardan 4
mikronluk kesitler alinip hematoksilen-eozin ile boyanarak, 151tk mikroskobunda
incelenmistir. Herhangi bir neoplastik bulgu gostermeyen 6rnekler kontrol grubuna

dahil edilmistir.

Tablo 3.1. Hasta ve kontrol gruplarmin immunohistokimya profili

Luminal A grubu ER+ ve/veya PR+, HER2-, diisiik Ki67

Luminal B grubu ER+ ve/veya PR+, HER2+ (Veya HER2-), yiiksek Ki67
HER?2 zengin grup ER-, PR-, HER2+

TNBC grubu ER-, PR-, HER2

Kontrol grubu Saglikli meme dokulari

3.2.3. Doku Homojenizasyon Protokolii

e gRT-PCR analizi amaciyla ¢aligmada yer alan her bir numuneden 30 mg
doku 6rnegi tartildi.

e Numune 6nceden sivi azotla sogutulmus bir havanda siv1 nitrojen i¢inde toz
haline gelinceye kadar tokmak yardimiyla pulverize edildi.

e Elde edilen toz, buz i¢inde bekletilen yeni bir RNAase/DNAase free
mikrosantrifiij tiipiine aktarildu.

e Homojenizasyon islemi boyunca drneklerin ¢6ziinmemesine 6zen gosterildi.
3.2.4. Total RNA izolasyon Yéntemi
Trizol yontemi ve FavorPrep™ Tissue Total RNA Mini Kit yikama soliisyonlar1

kullanilarak numunelerden RNA izolasyonu yapildi.

26



Pulverize numune igeren tiip igerisine 1 ml Trizol pipetlendi.
Lizat oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakildi.
10 dakika, +4 °C’de, 12.000x g’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi tiiplin tabaninda olusan pellet ve sivi kisim dikkatli bir
sekilde pipetlenerek ayrildi, sivi kistm yeni bir RNAase/DNAase
mikrosantrifiij tiiptine aktarildi.
Tiip icerisine 200 pl Kloroform ilave edildi.
15 saniye ters diiz yapildi ve lizat 3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
15 dakika, +4 °C’de, 12.000x g’de santrifiij edildi.
FavorPrep™ Tissue Total RNA Mini Kit icregindeki temiz bir Collection
Tube’e, FARB Mini Column yerlestirildi.
Santrifiij sonrast tiip igerisinde olusan fazlardan iistte bulunan renksiz akoz
faz dikkatli bir sekilde FARB Mini Column’a pipetlendi.
FARB Mini Column igerisine 500 ul Wash Buffer 1 (kit i¢inden ¢ikan)
eklendi.
30 saniye, +4 °C’de, 18.000x g’de santrifiij edildi.
Collection Tube igerisindeki siv1 atildi ve FARB Mini Column, Collection
Tube geri koyuldu.
FARB Mini Column igerisine 750 ul Wash Buffer 2 (kit i¢inden ¢ikan)
eklendi.
30 saniye, +4 °C’de, 18.000x g’de santrifiij edildi.
Collection Tube igerisindeki sivi atildi ve FARB Mini Column, Collection
Tube geri koyuldu.
FARB Mini Column igerisine 750 ul Wash Buffer 2 (kit i¢inden ¢ikan)
eklendi.
30 saniye, +4 °C’de, 18.000x g’de santrifiij edildi.
FARB Mini Column’un kurutmak igin;

o Kolon 3 dakika, +4 °C’de, 18.000x g’de santrifijj edildi.

o Collection Tube igerisindeki sivi atildi ve FARB Mini Column,

Elution Tube (kit iginden ¢ikan) i¢ine yerlestirildi.

FARB Mini Column membran merkezine 30-50 ul RNaz free ddH20 (kit
icinden ¢ikan) eklendi.
Kolon oda sicakliginda 1 dakika inkiibasyona birakildi.
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e RNA’y1 ayristirmak i¢in FARB Mini Column, 30 saniye, +4 °C’de, 18.000x
g’de santrifiij edildi.
o FElution Tube i¢inde elde edilen RNA -80°C’de muhafaza edildi.
3.2.5. Total RNA analizi
[zole edilen RNA’larin nicelik ve nitelik degerlendirmeleri Nano-Drop
spektrofotometre cihazi kullanilarak gergeklestirildi. 1-2 pl RNA izolati cihazin
haznesine yerlestirilerek elde edilen RNA miktar1 ng/ul cinsinden bulundu.
DNA/protein ve organik madde kontaminasyonun degerlendirilmesi ise sirasiyla
260nm, 280nm ve 230nm dalga boylarinda absorbanslarin oranlarinin
hesaplanmasiyla yapildi (DNA/Protein i¢in 260/280; organik bilesikler i¢in 260/230).
cDNA sentezi i¢in 100 ng/ul ve lizeri RNA konsantrasyonuna sahip numuneler
kullanildi. Ayrica numunelerin agaroz jel elektroforez yontemiyle nitel olarak RNA
icerdikleri dogruland: (Sekil 3.3.).

3.2.6. izole Edilen RNA’lardan ¢cDNA Elde Edilmesi

iScript cDNA Synthesis KitTM (BIORAD, USA) kullanilarak thermal cycler
cihazinda ¢cDNA sentezi yapildi. Her bir RNA izolatindan Revers Transkriptaz ile
2’ser tane cDNA elde edildi. ¢cDNA’nin olusturulmasi i¢in uygulanan revers
transkripsiyon reaktif i¢erikleri Tablo 3.2°de verilmistir.

cDNA sentez protokolii;

e Izole edilen &rnekler buz iizerinde ¢ozdiiriildii.

e Kullanim 6ncesi tiim reaktifler ¢ozdiriildii.

e Tiim reaktifler vorteks ile karistirildi ve sonrasinda kisa siireli santrifijj
edildi.

e Tiim islem boyunca reaktifler buz tizerinde tutuldu.

e Buz lizerinde tutulan steril, RNAase/DNAase free PCR tiipte, asagidaki
Tablo 3.2°de belirtilen miktarlarda pipetleme yapilarak karisim reaksiyon
basina 20 pl olacak sekilde hazirlandi.

e Her bir 6rnek i¢in kullanilan total RNA ve PCR-grade distile su miktarlari
final konsantrasyonu 400 ng total RNA olacak sekilde diizenlendi, total

hacim 20 pl’ye tamamlandi.
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Tablo 3.2. Bir reaksiyon igin DNA sentez reaksiyon kurulumu

Komponent Hacim
5x iScript Reaction mix 4l

Niikleaz free su -
RNA numunesi -
iScript Reverse transcriptase 1pl
Total Hacim 20 ul

e Tiipteki reaktifler karigtirildi.

e Ornekler buz iizerinde 5 dakika boyunca inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonrasi &rnekler thermal cycler cihazina yerlestirildi.

e Tablo 3.3.°te verilen revers transkripsiyon PCR programi ile reaksiyon

gergeklestirildi.

Tablo 3.3. cDNA sentezi i¢in kullanilan program

Asama Siire Sicaklik (°C)
Priming 5 dakika 25
Reverse transcription 20 dakika 46
RT inactivation hold 1 dakika 95

e Reaksiyon sonrasinda elde edilen cDNA 6rnekleri qRT-PCR uygulamasina
kadar —20°C’de muhafaza edildi.

3.2.7. GAPDH, RPL10 ve RPL41 Gen Ekspresyon Diizeylerinin Ol¢iimii

e Orneklerden elde edilen cDNA’lar, SsoAdvanced™ UNIVERSAL SYBR®
Green Supermix, RPL10, RPL41 ve GAPDH primerleri (Tablo 3.4.) buz
tizerinde ¢ozdiiriildi.

e Reaksiyon bilesenleri nazikg¢e vortekslendi ve santrifiij edildi.

e Her bir analiz i¢in reaksiyon sayilari ikiserli olacak sekilde hesaplandi.

e Elde edilen cDNA’larin her biri i¢in bir GAPDH, RPL10 ve RPL41 analizi
yapilacak sekilde reaksiyonlar kuruldu, plate tizerinde her bir gen i¢in negatif
kontrol amaciyla template icermeyen kuyucuklar hazirlandi.

e RT-PCR reaksiyonu i¢in buz {izerinde asagida verilen tablolara uygun
olacak sekilde reaksiyon miks hazirlandi ve cDNA 6rnekleri ve PCR grade
su hari¢ bilesenler hassas bir sekilde plate tizerindeki kuyuculara pipetlendi.

e cDNA ornekleri ve uygun miktarda PCR grade su kuyucuklara eklendi ve
plate saydam bir film ile kapatilarak en az 30 saniye vortekslendi.

e gRT-PCR programi uygun termal profil segilerek gergeklestirildi.
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~(RFU)AT
- 8 8 & 8

Amplifikasyon grafigi Sekil 3.1.°de; melt-curve grafigi Sekil 3.2.°de
verilmistir

Yapilan tekrarli analizler sonucunda Luminal A grubunda RPL10 i¢in 3,
RPLA41 i¢in 4 numunede; Luminal B grubunda RPL10 i¢in 2, RPL41 i¢in 2
numunede; HER2 zengin grupta RPL10 i¢in 4, RPL41 i¢in 4 numunede;
TNBC grubunda RPL10 i¢in 5, RPL41 i¢in 5 numunede; kontrol grubunda
RPL10 i¢in 4, RPL41 i¢in 3 numunede; Ct sinyali alinamadigi i¢in
numuneler ¢alismadan ¢ikarildi.

Alman Ct sinyaline gore gruplar; Luminal A grubunda RPL10 i¢in n=14,
RPLA41 i¢in n=13; Luminal B grubunda RPL10 i¢in n=15, RPL41 i¢in n=15;
HER?2 zengin grupta RPL10 i¢in n=13, RPL41 i¢in n=13, TNBC grubunda
RPL10 i¢in n=12, RPL41 i¢in n=12; kontrol grubunda RPL10 i¢in n=13,
RPLA41 i¢in n=14 olacak sekilde yeniden diizenlendi.

qRT-PCR sonrast ¢aligmadaki her bir gen i¢in iiretilen amplikonlarin
hedeflenen uzunluklarda (GAPDH i¢in 181bp; RPL10 i¢in 100; RPL41 i¢in
219 bp) olduklar1 agaroz jel elektroforez yontemiyle gorsel olarak

dogrulandi.

Amplification

Sekil 3.4. Melt-curve grafigi; mavi: GAPDH; kirmizi: RPL10; mor: RPL41
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Tablo 3.4. Calismada kullanilan genlerin primer dizileri

Forward primer Reverse primer
Human 5'- TCGGAGTCAACGGATTTGGT -3'  5'- TTCCCGTTCTCAGCCTTGAC -3'
GAPDH
Human , , , ,
RPL10 5'-AGCTGCAGAACAAGGAGCAT-3 5'-GTGAAGCCCCACTTCTTTGA-3
Human , ' ' '
RPLA41 5'-ATGAGAGCCAAGTGGAGGAA-3' 5-TCAGAGGGCGATGAAGTTCT-3

Amplikon uzunluklari: GAPDH i¢in 181bp; RPL10 i¢in 100; RPL41 i¢in 219 bp

3.2.7.1. GAPDH
Her reaksiyon i¢in toplam 10 ul olacak sekilde reaktifler hazirlandi (Tablo 3.5.)
ve qRT-PCR programi olusturuldu (Tablo 3.6.).

Tablo 3.5. GAPDH qRT-PCR ig¢in reaksiyon kurulumu

Hacim Hacim Baslangic Final
(1 numune) (74 numune) Konsantrasyonu Konsantrasyonu

iTaq Universal

SYBR® Green 5ul 370 pl 2X 1X
Supermix (2x)
GAPDH
Forward Primer 0.5 ul 37 ul 10 uM 0.5 uM
GAPDH Reverse
Primer 0.5 ul 37 ul 10 uM 0.5 uM
DNA template 2 ul 148 ul - -
PCR Grade Su 2 ul 148 ul - -
Toplam Hacim 10 pl
Tablo 3.6. GAPDH qRT-PCR programi
Siire¢ Ada Siklus  Sicakhik (°C) Siire
Polimeraz Aktivasyonu 1 95 °C 30 saniye
Denatiirasyon 95 °C 5 saniye
Amplifikasyon Annealing 40 60 °C 30 saniye
Elongasyon

3.2.7.2. RPL10 Gen ifade Diizeylerinin Ol¢iimii
Her reaksiyon i¢in toplam 10 pl olacak sekilde reaktifler hazirlandi (Tablo 3.7.)
ve qRT-PCR programi olusturuldu (Tablo 3.8.).
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Tablo 3.7. RPL10 qRT-PCR i¢in reaksiyon kurulumu

Hacim Hacim Baslangic Final
(1 numune) (74 numune) Konsantrasyonu Konsantrasyonu
iTaq Universal

SYBR® Green 5pul 370 pl 2X 1X
Supermix (2x)
GAPDH
Forward Primer 0.5 ul 37 ul 10 uM 0.5 uM
GAPDH Reverse
Primer 0.5 ul 37 ul 10 uM 0.5 uM
DNA template 2 ul 148 pl - -
PCR Grade Su 2 ul 148 pl - -
Toplam Hacim 10 pl
Tablo 3.8. RPL10 qRT-PCR programi
Siire¢ Adi Siklus  Sicakhik (°C) Siire
Polimeraz Aktivasyonu 1 95 °C 30 saniye
Denatiirasyon 95 °C 5 saniye
Amplifikasyon Annealing 40 60 °C 30 saniye
Elongasyon

3.2.7.3. RPL41 Gen ifade Diizeylerinin Ol¢iimii
Her reaksiyon i¢in toplam 10 ul olacak sekilde reaktifler hazirlandi (Tablo 3.9.)
ve qRT-PCR programi olusturuldu (Tablo 3.10.).

Tablo 3.9. RPL41 qRT-PCR igin reaksiyon kurulumu

Hacim Hacim Baslangic Final
(1 numune) (74 numune) Konsantrasyonu Konsantrasyonu

iTaq Universal

SYBR® Green 5ul 370 pl 2X 1X
Supermix (2x)

GAPDH

Forward 0.5 pl 37 ul 10 uM 0.5 uM
Primer

gﬁvl:')slt;lPrimer 0.5 pl 37 ul 10 uM 0.5 uM
DNA template 2 ul 148 pl - -
PCR Grade Su 2 ul 148 pl - -
Toplam Hacim 10 pl
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Tablo 3.10. RPL41 qRT-PCR program1

Siire¢ Adi Siklus  Sicakhik (°C) Siire
Polimeraz Aktivasyonu 1 95 °C 30 saniye
Denatiirasyon 95°C 5 saniye
Amplifikasyon Annealing 40 60 °C 30 saniye
Elongasyon

3.2.8. Jel Elektroforezi

RNA izolasyonu ile elde edilen numunelerin RNA igeriginin nitel olarak
dogrulanmasi ve yine qRT-PCR sonrasi iiretilen amplikonlarin her bir gen i¢in
hedeflenen uzunluklarda olup olmadiklar1 belirlenmesi i¢in agaroz jel elektroforez
yontemi kullanild.

3.2.8.1. 10x TBE Yiiriitme Tamponunun Hazirlanmasi

10 x Tris-Borat-EDTA (TBE) ytiriitme tamponu igerigi tablo 3.11°te verilmistir.

o 108 g Tris tartildi (molekiiler agirlik=121.14) ve bir behere eklendi.

e 55 g Borik asit (molekiiler agirlik=61.83) tartild1 ve behere eklendi.

e Beher icerisine 750 ml dH>O eklendi ve kimyasallar tamamen ¢dzdiirtildii.

e 40ml0.5M (7.5 g) Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) eklendi (molekiiler

agirhik=372.24).
e Karisim balon jojeye alindi1 dH>O ile 1 It son hacme kadar dolduruldu.
e Calisma oncesi 10x TBE stok soliisyonunun dH>O ile 1:10 oraminda

seyreltilerek 1x ¢alisma soliisyonu hazirlandi.

Tablo 3.11. TBE yiiriitme tamponu

Miktar Miktar Konsantrasyon
(10X) (1X) (1X)
Tris 108 ¢ 10.8 g 89 mM
Borik asit 55¢ 55¢g 89 mM
0,SM EDTA 40 ml 4 ml 2 mM
dH;O 1 It’ye kadar 1 It’ye kadar -

3.2.8.2. Jelin Hazirlanmasi

%1°lik (w/v) agaroz jel Tablo 3.12°te belirtildigi sekilde hazirlandi.

e 1 gagaroz tartild1 ve Erlenmeyer behere aktarildi.

e Beher icerisine 100 ml 1X TBE (89 mM Tris-borat, 2 mM EDTA) yiiriitme
tamponu eklendi.

e Agaroz/tampon karisimi mikrodalga firinda 30 saniyelik araliklarla 1sitilarak
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ve dairesel hareketlerle agaroz tamamen eritilinceye kadar karistirildi.

e 0.5 pg/ml konsantrasyon olacak sekilde %]1°lik etidyum bromiir (EtBr)
sollisyonundan 5 pl behere eklendi.

e Jel soliisyonunun bir siire sogumast beklendi (~65 °C).

e Jel dokiim kalib1 hazirlandi, kalip tabani ve yan duvarlar yiirtitme tamponu
ile 1slatild1. Kalibin sizdirmazligi kontrol edildi.

e Plastik tarak kuyucuk olusturmak i¢in kaliba yerlestirildi.

e Jel soliisyonu yavagg¢a kaliba dokiildii ve sogumaya birakildi.

e Jel kuruduktan sonra tarak ¢ikarildi.

Tablo 3.12. %1 Agaroz jel igerigi

Miktar
(15X 10 X 1.5 cm jel i¢in)
Agaroz lg
1X TBE 100 ml
%1 EtBr Sul

3.2.8.3. Orneklerin hazirlanmasi ve kuyucuklara yiiklenmesi

Hazirlanan jel elektroforez tankina yerlestirildi. Jelin yiizeyini kaplayacak kadar
1x TBE yiirtitme tamponu tank igerisine eklendi.

RNA izolasyonu ile elde edilen numuneler (kuyucuk basina 0.6-0.9 pg RNA) ve
qRT-PCR sonrasi tiretilen amplikonlar jele yiikleme 6ncesinde, 6x jel yiikleme boyasi
(%0.25 bromfenol mavisi, %0.25 ksilen siyanol, %30 gliserol) Tablo 3.13’te gosterilen
hacimlerde karistirilarak miks olusturuldu.

RNA numunelerini goriintiilemek i¢in 1 kb DNA Ladder (1000-250 bp) jel
tizerinde bir kuyucuga eklendi. Amplikonlar1 goriintiilemek icin ise Low Range DNA
Ladder (750-25 bp) jel tizerinde bir kuyucuga eklendi.

Ardindan olugturulan numune miksleri jel {izerindeki kuyucuklara dikkatli bir

sekilde yiiklendi.

Tablo 3.13. Jele yiikleme 6ncesi numuneleri hazirlanis

Numune/  6Xyiikleme

Ladder boyasi dH.0
RNA numunleri 5l 1l -
Amplikonlar 5nul 1l -
1 kb DNA Ladder (RNA’lar i¢in) 1 ul 1l 4l
Low Range DNA Ladder (Amplikonlar icin) 2ul - 4l
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3.2.8.4. Elektroforez ve Goriintiileme

Numunelerin jele yiiklenmesinden sonra gii¢ kaynagi 90 dakika siire ile 100V’a
programlandi. Elektrotlar tank {izerinden uygun yerlerine takildiktan sonra
elektroforez islemi bagsladi. Elektrotlardan kabarcik ¢ikisi ile elektroforez dogrulandi.

Stire sonunda jel, goriintiilleme cihazinda UV spektrumda goriintiilendi. RNA
numuneleri ve qRT-PCR iiriinii amplikonlarin jel goriintiisii Sekil 3.3. ve Sekil 3.4.°de

verilmistir.

ve
-

Kontrol Luminal A Luminal B HER2

Sekil 3.3. izole edilen RNA’larin jel elektroforez goriintiisii

RPLAL RPLLD GAPDH RPL41 RPLLO GAPDH RPL41 RPLID GAPDH RPLA1 RPLID GAPDM RPLS1 RPLLD GAPDH
Kontrol Luminal A Luminal B HER2 Zengin THNBC

Sekil 3.4. qRT-PCR sonucu elden edilen amplikonlarin jel elektroforez goriintiisii; Amplikon

uzunluklari: GAPDH igin 181bp; RPL10 i¢in 100; RPL41 i¢in 219 bp

3.2.9. Relatif Kantitasyon

Relatif kantitasyon veya komperatif kantitasyon yontemi, mRNA ekspresyon
seviyelerindeki nispi degisikligi belirlemek amaciyla kullanilmaktadir. Bu degisiklik,
n-kat1 seklinde ifade edilmektedir. Bu yontem ¢oklu numunelerde bir genin kararl
durum mRNA seviyelerindeki degisiklerini belirleyerek ve bunu bagka bir RNA’nin
seviyelerindeki degisime gore ifade etmektedir (Pfaftl, 2006). Relatif kantitasyon, bir

kalibrasyon egrisi veya bilinen konsantrasyonlara sahip standartlar gerektirmez ve
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referans gen dizisi bilindigi siirece herhangi bir transkriptin analizi miimkiindiir
(Bustin, 2002). Referans genler veya ‘housekeeping gen’ler organizmada siklikla sabit
ve stirekli olarak eksprese edilen ve analizi hedeflenen genlerle ilgisiz genler olmalidir
(Wittwer, et al., 2001; Livak and Schmittgen, 2001; Morse, et al., 2005). Calismamizda
referans gen olarak GAPDH kullanildi.

Relatif ekspresyon diizeylerini belirlemek i¢in, ‘‘Threshold Cycle’” (Ct)
arasindaki farklar (A) oOl¢tilmektedir. Bu yontemler ACt yontemi olarak
adlandirilmaktadir (Morse, et al., 2005; Livak and Schmittgen, 2001). AACt
metodunda hedef genin Ct degeri bir referans genin Ct degerine oranlanarak normalize
edilmektedir. Daha sonra normalize Ct degerleri kontrol grubuna oranlanarak sonuglar
kontroliin n-kat: seklinde verilmektedir. Komparatif Ct metodu 2724 formiilii ile ifade
edilir. Burada:

AACt=ACt (deney grubu; hedef gen)-ACt (kontrol grubu; hedef gen)
ACt (deney grubu; hedef gen)=Ct (deney grubu; hedef gen)-Ct (deney grubu; referans gen)
ACt (kontrol grubu; hedef gen)=Ct (kontrol grubu; hedef gen)-Ct (kontrol grubu; referans gen)

Kargilagtirmali Ct metodunun uygulanabilirligi validasyon (relatif verimlilik)
calismasi ile degerlendirilir. Bunun i¢in iki sart gereklidir: Birincisi, hedef gen
amplifikasyonunun verimliligi ile referansin gen amplifikasyon verimliliginin yaklagik
esit ve %100’e yakin olmasidir. Ikincisi de farkli baslangi¢ konsantrasyonlarinda ACt
degerinin degismemesi yani logaritmik konsantrasyona karsi ACt grafiginde egim
degerinin sifira yakin (<0.1) olmasidir (Wong and Medrano, 2005).

3.2.10. Istatistiksel Analiz

Calisma sonucunda elde edilen verilerin istatiksel analizi SPSS (v21.0 Illionis,
US) programiyla yapildi. Veriler ortalama + standart sapma (SD), ortanca (min-maks)
olarak frekans (%) olarak sunuldu. Nicel sonuglarin normal dagilim varsayimini analiz
etmek i¢in Shapiro-Wilk testi kullanildi. Korelasyon analizi i¢in qRT-PCR ile elde
edilen kat degisim sonuglarina logartimik doniisiim (log2) uygulandi. Degiskenler
arasindaki iligki, normal dagilima uymayan veriler i¢in Spearman rank korelasyon
analizi ile degerlendirildi. Frekanslar Pearson Ki-kare testi kullanilarak karsilastirildi.
Calisma verilerinin tanisal degerini belirlemek i¢cin ROC egrisi kullanildi. ROC
egrisinin (AUC) altindaki alan, tani testinin ayirt edici giicliniin 6lgiisii olarak
degerlendirildi. AUC igin giiven araliklar1 hesaplandi. Bu ¢alismada duyarlilik ve
ozgillik degerleri belirlendi ve P degeri 0.05°ten kiiclik olanlar istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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qRT-PCR sonuglarinin degerlendirilmesi QIAGEN 2009 relative expression
software (REST) programi kullanilarak yapildi. REST, deney grubunun birden fazla
gen ekspresyonu verisini kontrol grubuna goére ikili karsilastirmasini, gruplar
arasindaki relatif ekspresyon degerlerini hesaplayarak yapmaktadir. Kullanilan
matematiksel model, bir referans genin ortalama Ct sapmasi ile normalize edilen,
hedef genlerin numune ve kontrol grubu arasindaki ortalama Ct sapmasina
dayanmaktadir. REST programi Ct degerlerinin bir “Pair-Wise Fixed Reallocation
Randomization Test” modeli ile analiz ederek istatistiksel data ¢iktis1 vermektedir
(Pfaffl, et al., 2002). Hedef genlerin analiz sonuglari logaritmal0 tabaninda, kat degeri
olarak logaritmik dontisiim yapilmadan ifade edildi (logl0 tabaninda). Ekspresyon
grafikleri ise logaritmik doniistim (log2) yapilarak gosterildi.
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4. BULGULAR

RT-gPCR analizinde alinan ct sinyaline gore Luminal A grubunda RPL10 igin
n=14, RPL41 i¢in n=13; Luminal B grubunda RPL10 i¢in n=15, RPL41 i¢in n=15;
HER2 zengin grupta RPL10 i¢in n=13, RPL41 i¢in n=13, TNBC grubunda RPL10 i¢in
n=12, RPL41 i¢in n=12; kontrol grubunda RPL10 i¢in n=13, RPL41 i¢in n=14 olmak
tizere 58 meme kanseri, 16 saglikli kontrol numunesi g¢alismaya dahil edildi.
Immunohistokimyasal degerlendirme sonucu numuneler molekiiler alt tiplere ayrildi
(Tablo 4.1.). Calismaya alinan bireylerin yaslar1 29 ile 78 arasinda degismekte olup
ortalamalar1 51.41+10.89 olarak bulundu (Tablo 4.2.). Modifiye Scarff-Bloom-
Richardson derecelendirme sistemine gére tubul formasyonu, pleomorfizm ve mitoz
sayist degerlendirilerek tiimorlerin derecelendirmesi yapildi. Buna gére 1. derece
olgularin %100’ (n=4) Luminal A grubunda; 2. derece olgularin %53.3’li (n=8)
Luminal A grubunda, %20’si (n=3) Luminal B grubunda, %26.7’si (n=4) HER2
zengin grupta; 3. derece olgularin %10.3’0i (n=4) Luminal A grubunda, %35.9’u
(n=14) Luminal B grubunda, %23.1°i (n=9) HER2 zengin grupta, %30.8’i (n=12)
TNBC grubunda yer aldi. Histolojik tiplendirmede ise invaziv duktal karsinom olarak
tespit edilen olgularin %31.3°{i (n=15) Luminal A grubunda, %29.2°si (n=14) Luminal
B grubunda, %20.08’1 (n=10) HER2 zengin grupta, %18.8’1 (n=9) TNBC grubunda
yer alirken, invaziv lobiiler karsinom olgulariin %10°u (n=1) Luminal A grubunda,
%30’u (n=3) Luminal B grubunda, %30’u (n=3) HER2 zengin grupta, %30’u (n=3)
TNBC grubunda yer aldi1 (Tablo 4.3.). Yapilan immunohistokimyasal analize goére
toplam meme kanseri numunelerinin i¢inde 32°si (%55.2) ER (+), 30’u (%51.7) PR
(+), 17’s1 (%29.3) HER2 (+) olarak bulunurken, Ki67 proliferasyon indeksi ise 42
(%72.4) olguda %14’{in {izerinde, 16 (%27.6) olguda ise %14’{in altinda olarak tespit
edildi (Tablo 4.4.).

Tablo 4.1. Immunohistokimyasal degerlendirme sonucu molekiiler alt tiplerin dagilimi

Molekiiler alt simf
Luminal A Luminal B HERZ TNBC Kontrol Total
zengin

n, (%) 16(21.6) 17 (23.0) 13 (17.6) 12(162)  16(21.6) 74 (100)




Tablo 4.2. Caligmaya katilan bireylerin yaslarinin gruplara gére daglimi

Kontrol Luminal A Luminal B HER2 zengin TNBC Total

(n=16) (n=16) (n=17) (n=13) (n=12) (n=74)
zg‘ft igeg,  3o4E 5494+ 55.06 + 5423 + 4842+ 5141+
. ’ 8.82 12.23 10.62 8.05 10.19 10.89
Sap.)
Tablo 4.3. Caligmada kullanilan kanser numunlerinin histolojik degerlendirmeleri
Luminal Luminal HER2 Total
A B zengin TNBC (n=58)
1. 4 ) i ) 4
) .. Derece (100) (100)
Histolojik
derecelendirme* 2 8 3 4 - 15
o Derece (53.3) (20) (26.7) (100)
[n, (%)]
3. 4 14 9 12 39
Derece (10.3) (35.9) (23.1) (30.8) (100)
Invaziv 15 14 10 9 48
duksal (31.3) (29.2) (20.08) (18.8) (100)
Histolojik tip karsinom i ) : :
o, I .
OOl T T T S
Karsinom (10) (30) (30) (30) (100)

*Modifiye Scarff Bloom Richardson derecelendirme sistemi

Tablo 4.4. Caligmada kullanilan kanser numunlerinin immunohistokimya profili

ER [n, (%)] PR [n, (%)] HER2 [n, (%)] Ki67 [n, (%)]

Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif Yiiksek Diisiik

Meme Tiimérii 32 26 30 28 17 41 42 16
(Total) (552) (44.8) (51.7) (48.3) (29.3) (70.7) (72.4) (27.6)
. 16 16 16 16
Luminal A (100) - (100) i - (100) i (100)
Luminal B 16 1 14 3 4 13 17
94.1)  (5.9) (82.4) (17.6) (23.5) (76.5) (100)
. 13 13 13 13
HER2 zengin (100) i (100)  (100) - (100)
12 12 12 12
TNBC (100) ) (100) ) (100)  (100)

Calisma gruplarmin RPL10 ve RPL41 gen ekspresyon analizi qRT-PCR
yontemi ile yapildi. Elde edilen Ct degerleri Tablo 4.5.’te verilmistir. Relatif gen
ekspresyon analizi, GAPDH geni referans gen ve kontrol gruplar1 da kalibrator olarak
kabul edilerek, QIAGEN 2009 REST programi kullanilarak yapildi. Sonuglar kat
(fold) cinsinden ifade edildi.

Calisma popiilasyonunu molekiiler alt siniflara ayirmadan, total meme kanseri
grubu saglikli kontrol grubuyla kiyaslandiginda RPL41 gen ekspresyonunun
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde (p=0.022) 0.37 kat asag1 yonlii diizenlendigi
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goriildi. RPL10 gen ekspresyonunun ise bir azalma egiliminde oldugu fakat bu

azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 (p=0.824) goriilmistiir (Tablo 4.6 ve
Sekil 4.1.).

Tablo 4.5. qRT-PCR analizi ile elde edilen Ct degerleri

Numune GAPDH (Ct) RPLI0(Ct) Numune GAPDH (Ct) RPL41 (Ct)

K1 28.03 27.57 K1 28.03 30.05
K3 27.65 28.14 K2 2391 20.61
K4 27.18 25.58 K3 27.65 26.28
K5 27.45 25.51 K4 27.18 23.53
Ké 26.26 22.85 K5 27.45 26.02
K7 27.02 29.60 K6 26.26 21.44
K8 27.30 32.37 K7 27.02 28.23
K9 27.31 26.78 K9 27.31 23.14
K10 27.42 26.79 K10 27.42 23.99
K11 24.23 2422 K11 24.23 2251
K12 26.99 29.25 K13 24.03 21.85
K13 24.03 27.67 K14 28.50 31.00
K16 27.06 27.83 K15 27.57 26.38
K16 27.06 29.86
LAl 28.62 26.20 LAl 28.62 30.39
LA2 29.09 33.52 LA3 28.62 31.34
LA3 28.62 33.13 LA4 28.68 32.40
LA4 28.68 31.85 LA6 28.11 29.14
LAS 28.65 32.72 LA7 24.65 23.23
LA6 28.11 28.41 LA9 23.38 20.78
LA7 24.65 24.52 LA10 31.61 28.53
LAS 28.00 33.16 LA11 25.09 24.85
LA9 23.38 21.34 LA12 28.03 24.85
LAT1l 25.09 24.17 LA13 28.91 26.69
LAI12 28.03 28.12 LAT14 20.86 23.23
LA13 2891 28.54 LA15 28.97 30.06
LA14 20.86 26.07 LA16 23.69 24.42
LA16 23.69 27.90
LBI1 24.01 22.40 LB1 24.01 23.35
LB2 28.11 28.52 LB2 28.11 28.03
LB3 27.17 25.89 LB3 27.17 24.71
LB4 28.17 33.41 LB5 26.01 26.06
LB5 26.01 25.00 LB7 27.37 28.66
LB6 28.27 31.06 LB8 23.03 23.15
LB7 27.37 29.86 LB9 21.39 20.34
LB8 23.03 23.44 LB10 27.81 30.43
LB9 21.39 23.36 LBI1 23.97 23.18
LBI11 23.97 21.29 LBI12 26.28 26.00
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Tablo 4.5. qRT-PCR analizi elden edilen Ct degerleri (devam)

Numune GAPDH (Cf) RPL10(Ct) Numune GAPDH (Cf) RPL41 (Ct)

LBI12 26.28 25.96 LBI3 20.16 21.74
LB14 25.08 27.20 LB14 25.08 23.74
LBI15 28.08 32.68 LBI5 28.08 24.67
LB16 24.75 23.25 LB16 24.75 22.55
LB17 23.14 21.65 LB17 23.14 19.99
H1 27.15 28.75 H1 27.15 30.94
H2 27.51 24.80 H2 27.51 27.07
H3 24.03 23.44 H3 24.03 22.98
H4 28.49 26.70 H4 28.49 28.97
H5 26.42 26.43 H5 26.42 26.42
Hé 23.42 21.88 Hé6 23.42 21.31
H7 28.22 28.07 H7 28.22 31.93
HS8 27.15 29.81 HS8 27.15 29.61
H9 27.84 33.20 H 27.84 31.24
HI10 25.80 26.59 H10 25.80 25.65
HI11 23.92 23.13 HI11 23.92 23.52
HI12 24.48 24.43 H12 24.48 2451
HI3 26.64 29.30 HI13 26.64 2532
T1 26.44 25.20 Tl 26.44 26.49
T2 26.85 25.45 T2 26.85 25.98
T3 24.73 23.97 T3 24.73 24.17
T4 20.43 19.93 T4 20.43 19.90
T5 23.23 22.68 TS 23.23 2291
T 20.43 21.55 T6 20.43 21.06
T7 24.00 23.43 T7 24.00 23.07
T8 26.99 28.33 T8 26.99 28.13
T9 29.83 29.04 T9 29.83 31.95
T10 28.74 27.68 T10 28.74 29.76
T11 21.44 20.38 T11 21.44 21.69
TI12 28.46 27.55 T12 28.46 32.20

Tablo 4.6. Total meme kanseri ve kontrol grubu gen ekspresyonlarinin karsilagtirilmasi

(REST analiz sonucu)
Gen Verimlilik Ekspresyon Standart Hata 95% CI p Sonuc¢
GAPDH 1.0 1.000
RPL10 1.0 0.895 0.090-9.034 0.011-65.059 0.824
RPL41 1.0 0.37 0.042-3.972  0.007-28.117 0.022 DOWN

CI: Confidence interval/Gliven aralig1
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Sekil 4.1. Total meme kanseri ve kontrol grubu gen ekspresyonlari; *: p<0.05

Luminal A grubu RPL10 ve RPL41 gen ekspresyon analizi sonuglar1 Tablo 4.7.
ve Sekil 4.2.°de gosterilmistir. Yapilan analize gére hem RPL10 hem de RPL41 gen
ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla bir azalma oldugu fakat bu azalmanin

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 (p=0.201, p=0.161) goriilmiistiir.

Tablo 4.7. Luminal A ve kontrol grubu gen ekspresyonlarinin karsilastirilmasi (REST analiz

sonucu)
Gen Verimlilik Ekspresyon Standart Hata 95% CI p Sonuc¢
GAPDH 1.0 1.000
RPL10 1.0 0.399 0.030 —5.258 0.005—47.143 0.201
RPLA41 1.0 0.381 0.032-3.374 0.007-39.355 0.161

CI: Confidence interval/Giiven aralig1
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Sekil 4.2. Luminal A ve kontrol grubu gen ekspresyonlari

Luminal B grubu RPL10 ve RPL41 gen ekspresyon analizi sonuglar1 Tablo 4.8.
ve Sekil 4.3.’de gosterilmistir. Yapilan analizde hem RPL10 hem de RPL41 gen
ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla bir azalma egiliminin oldugu fakat bu
olgunun istatistiksel olarak anlamli olmadig1 (p=0.82, p=0.381) goriilmiistiir.

Tablo 4.8. Luminal B ve kontrol grubu gen ekspresyonlarmin karsilastirilmasi (REST analiz

sonucu)
Gen Verimlilik Ekspresyon Standart Hata 95% CI p Sonuc¢
GAPDH 1.0 1.000
RPL10 1.0 0.873 0.083 —9.059 0.013—80.145 0.82
RPL41 1.0 0.621 0.079-5.951 0.015—-37.798 0.381

CI: Confidence interval/Giiven aralig1
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Sekil 4.3. Luminal B ve kontrol grubu gen ekspresyonlari

HER?2 zengin grubu RPL10 ve RPL41 gen ekspresyon analizi sonuglar1 Tablo
4.9. ve Sekil 4.4.°de gosterilmistir. Yapilan degerlendirme sonucunda RPL41 gen
ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli bir sekilde (p=0.027) 0.253 kat asag1 yonlii
dizenlendigi gortildii. RPL10 gen ekspresyonunun ise kontrol grubuna kiyasla
degismedigi (p=0.953) goriildii.

Tablo 4.9. HER2 zengin ve kontrol grubu gen ekspresyonlarinin karsilastirilmast (REST
analiz sonucu)

Gen Verimlilik Ekspresyon Standart Hata 95% CI p Sonug¢
GAPDH 1.0 1.000

RPL10 1.0 1.042 0.115-9.055 0.015-56.578 0.953

RPL41 1.0 0.253 0.029-3.323  0.005-14.264 0.027 DOWN

CI: Confidence interval/Giiven araligt
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Sekil 4.4. HER2 zengin ve kontrol grubu gen ekspresyonlari; *: p<0.05

TNBC grubu RPL10 ve RPL41 gen ekspresyon analizi sonuglar1 Tablo 4.10. ve
Sekil 4.5.°de gosterilmistir. Yapilan degerlendirme sonucunda RPLI10 gen
ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla bir artig egiliminin oldugu fakat bu olgunun
istatiksel olarak anlamli olmadig1 (p=0.176) goriildii. RPL41 gen ekspresyonun ise
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde (p=0.035) 0.284 kat
asag1 yonli diizenlendigi goriildi. Tiim ¢aligma gruplarinin gen ekspresyon grafigi

Sekil 4.6.”da verilmistir.
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Tablo 4.10. TNBC grubu ve kontrol grubu gen ekspresyonlarinin karsilastirilmasi (REST
analiz sonucu)

Gen Verimlilik Ekspresyon Standart Hata 95% CI | Sonug¢
GAPDH 1.0 1.000

RPL10 1.0 2.015 0.390-12.528 0.129-63.983 0.176

RPL41 1.0 0.284 0.045 - 3.372 0.008 - 10.230 0.035 DOWN

CI: Confidence interval/Giiven araligt
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Sekil 4.5. TNBC grubu ve kontrol grubu gen ekspresyonlari; *: p<0.05
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Sekil 4.6. Tiim ¢alisma gruplarinin gen ekspresyon grafigi: *: p<0.05

RPL10 ve RPL41 gen ekspresyonlarinin meme kanseri gruplarindaki
immunohistokimya parametreleri ile arasindaki korelasyon incelendiginde RPL10 gen
ekspresyonu ve progesteron reseptdor boyanma skorlar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli1 (p<0.05; r=-0.284) zayif diizeyde negatif korelasyon; RPL10 gen ekspresyonu
ve Ki67 indeksi arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05; r=0.276) zayif diizeyde
pozitif korelasyon; RPL10 ve RPL41 parametreleri arasinda ise istatistiksel olarak
anlamlt (p<0.05; r=0.331) zayif diizeyde pozitif korelasyon bulunurken bu

parametrelerin diger immunohistokimya parametreleriyle istatistiksel olarak anlamli

herhangi bir iliskisi bulunamamuistir (Tablo 4.11.).
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Tablo 4.11. RPL10 ve RPL41 gen ekspresyonlarinin immunohistokimya parametreleriyle

korelasyonu
ER PR HER2 K67 RPL10  RPL41
indeks

T 0174 0284 0.032 0276 5 0331

RPLI0 508 0.038 0.819 0.043 ] 0.020

r 0228 0.126 ~0.204 0.163 0331 -

RPL4L (10 0.368 0.143 0.243 0.020 ]
*p<0.05

Yaptigimiz ROC analizine gére meme kanseri grubunda RPL41 gen ekspresyon
dizeyinin 0.86 katin altinda (p=0.02) olmasi bu parametrenin meme kanserinin
teshisinde kullanilabilecegini gostermektedir. Cutoff degeri 0.86 alindiginda
sensitivite %77, spesifite %71 AUC ise 0.697 olarak bulunmustur (Sekil 4.7.).

1.0 M| o
=
o
g
~
o
=
/_/
0,51 _|_'—I_ o
F
e
o
Py
i
P
o
/'/

0 6 .
g 7
= o
E Pl
vy
=
@
N 5a-

0,2

oo T T T T

0.0 02 04 06 08 1.0
1 - Specificity

Sekil 4.7. RPL41 gen ekspresyon diizeyleri icin ROC analizi
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5. TARTISMA

Calismamizda RPL41 gen ekspresyonu, HER2 zengin ve TNBC gruplarinda
kontrol grubuna gore anlamli diizeyde azalmistir. Ayrica ¢alisma gruplari alt siniflara
ayrilmadan total meme kanseri ve saglikli kontrol olarak iki gruba ayrildiginda yine
RPL41 gen ekspresyon seviyelerinin azaldifi tespit edilmistir. Literatiir
incelendiginde, RPL41 knockout fibroblast hiicre hatlarinda malign transformasyon
sekillendigi gosterilmistir. Ayrica primer meme kanserlerinin %75’ inde RPL41’in
asagi regiile edildigi, ek olarak FISH analizleri ile timor hiicre hatlarinin %59’unda
RPLA41 delesyonunun varlig tespit edilmistir (Wang, et al., 2010). Yapilan bagka bir
calismada ise RPL41 protein seviyelerinin retinoblastom numunelerinde Snemli
olciide azalma egilimi gosterdigi bildirilmistir (Geng, et al., 2021). Insan
nazofarengeal karsinom ve saglikli nazofarengeal epitellerinden tiiretilen primer hiicre
hatlarinda yapilan bir ¢alismada, RPL41 gen ekspresyonun saglikli hiicre hatlarina
gore karsinom hiicre hatlarinda anlamli derecede asagi yonlii ifade edildigi
gorlilmiistiir (Sim, et al., 2009). Verilen sonuglar incelendiginde, ¢alismamizdan elde
edilen sonuglarla paralellik gosterdigi goriilmektedir. Bununla birlikte literatiirde
yapilan bazi ¢aligmalarda ise elde ettigimiz verilerle ¢eliskili sonuglar rapor edilmistir;
Yapilan bir ¢alismada yedi intrahepatik kolanjiokarsinom tiimér ve tlimor cevresi
saglikli doku ornek ¢iftlerinde RNA-Seq verileri analiz edilmis ve RPL41 geninin
tiimor dokularinda yukari yonlii regiile edildigi gosterilmistir (Yang and Zong, 2016).
Baska bir ¢aligma grubu tarafindan ¢esitli veri tabanlarinda epitelyal over kanseri ve
normal over drneklerine ait RNA sekans verileri Diferansiyel Gen Ekspresyon analizi
ile incelendiginde RPL41 ve ATF4 gen ekspresyonlarinin yukari regiile edildigi
bildirilmistir (Siavoshi, et al., 2022). Burada ATF4’{in artan ekspresyonuna karsilik
cevap olarak RPL41 ekspresyonun artmasi olasidir. Bu olgunun detaylar1 asagida
tartisilmaktadir.

Primer meme kanseri ve normal doku giftlerinin arastirildigi bir ¢alismada
RPLA41 ekspresyonun, kanserin derecesi, ER veya PR ekspresyonu ile iliskili olmadig1
gosterilmistir (Gur-Dedeoglu.et al., 2009). Benzer sekilde elde ettigimiz verilere gore
de RPL41 gen ekspresyonun kanserin derecesi, ER, PR, HER2 ve Ki67 parametreleri
ile herhangi bir iligkisi bulunmamaktadir.

Literatiirde kanser olgularinda RPL41 gen ekspresyonun gerek azalmasinin

gerekse artisinin neden kaynaklandigina dair bir veri bulunmamaktadir. Bununla



birlikte RPL41 gen ekspresyonunun azalmasinin yol actigi birtakim molekiiler
degisikliklerle ilgili ¢esitli veriler bulunmaktadir. Bu verileri inceledigimizde RP1.41
gen ekspresyonun ¢alismamizda molekiiler alt gruplar 6zelinde azalmasini indirekt
olarak destekleyen bazi molekiiler iliskiler literatiirde goze g¢arpmaktadir; HER2
zengin grup immunohistokimyasal olarak Ostrojen reseptor, progesteron reseptor
negatif ve belirgin HER2 ekspresyonu gosteren bir meme kanseri alt grubudur. Meme
kanserlerinin yaklasik olarak %10-15"ini olusturmaktadir. Yiiksek proliferasyon
indeksine sahip kotii diferansiye kanserlerdir ve 5 yillik sag kalim oranlar1 yaklasik
%12’dir (Cheang, et al., 2015). Trastuzumab, HER2 zengin meme kanseri i¢in oldukca
etkili bir tedavi yontemidir (Perez, et al., 2014; Piccart-Gebhart, et al., 2005; Romond,
et al., 2012; Goldhirsch, et al., 2013). Ancak HER2 zengin meme kanserli hastalarin
%70’1 Trastuzumab’a intrensek veya sekonder diren¢ gostermektedir (Baselga and
Swain, 2009). Yapilan bir ¢alismada 80 erken donem HER2 zengin meme kanserinde
tek doz Trastuzumab uygulamasindan sonra HER2 ekspresyonu asag1 yonlii regiile
edilen ve edilemeyen her iki grupta da yapisal olarak degismis RPL41 alternatif
splicing tirtinleri tespit edilmistir (Galanina, et al., 2012).

HER2 zengin meme kanseri 6rneklerinde ATF4 ekspresyonunun yukari yonlii
regiile edildigi bulunmustur (Zeng, et al., 2019). Ayrica baz1 ¢alismalar ATF4’tin
trastuzumab  direncinin  potansiyel biyobelirteglerinden  biri  olabilecegini
belirtmektedir (Darini, et al., 2019; Nam, et al., 2015). ATF/CREB (aktive edici
transkripsiyon faktorii/siklik AMP yanit eleman1 baglayici protein) ailesinin bir tiyesi
olan ATF4, temel bolge-16sin fermuar (bZip) transkripsiyon faktorlerine aittir.
ATF4'tin homodimer olusturma yetenegine ragmen bu homodimerlerin kararsiz
olmasi nedeniyle ATF4’iin diger ATF’ler, FOS/JUN ve sitozin-sitozin-adenozin-
adenozin-timidin (CCAAT) enhancer binding protein (C/EBP) gibi diger bZIP
transkripsiyon faktorii alt aileleri tiyeleriyle fonksiyonel olarak aktif heterodimerler
olusturdugu diistiniilmektedir (Huggins, et al., 2015; Hai and Curran, 1991; Vallejo, et
al., 1993; Chevray and Nathans, 1992). ATF4, hedef gen ekspresyonunu kontrol etmek
icin siklik adenozin monofosfata (¢CAMP) yanit veren 6geler (CRE) veya C/EBP-ATF
yanit 6geleri (CARE) olarak adlandirilan DNA dizilerine baglanmaktadir (Hai and
Curran, 1991; Vallejo, et al., 1993). ATF aile tiyeleri timor olusumu ve ilerlemesinde
kritik roller oynar (Lau, et al., 2015; Yin, et al., 2008; Yin, et al., 2010). Bunun
haricinde ATF4'in adipogenez, lipogenez, osteogenez ve yag asidi ve amino asit

metabolizmasinda da 6nemli rollere sahip oldugu bildirilmistir (Chen, et al., 2016;
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Ameri and Harris, 2008). ATF4 endoplazmik retikulum strese (ER) ve oksidatif strese
hiicresel yanitta yer alan onemli bir transkripsiyon faktoriidiir. ER stres, li¢ paralel
sinyal yolu araciligiyla katlanmamis protein yanitin1 (UPR) tetikler: PERK/elF2a
(protein kinaz RNA benzeri endoplazmik retikulum kinaz/6karydtik baslangic faktorii
20), IRE1a/XBP1 (Inositol gerektiren enzim 10/X-kutu baglayici protein 1) ve ATF6a
(aktive edici transkripsiyon faktorii 6a) (Wang and Kaufman, 2014). Bu UPR sinyal
yollar1 arasinda yalnizca PERK/elF2a sinyali ATF4 ekspresyonunu yukart dogru
dizenlemektedir. ER stres iizerine, PERK homodimerizasyon ve otofosforilasyon
yoluyla aktive edilmekte ve aktive olan kinaz elF2 kompleksinin a-alt birimini
fosforile ederek, translasyonu baslatan metiyonil-tRNA'nin  (Met-tRNA;M<Y)
ribozomlara taginmasini inhibe etmektedir (Dever, et al., 1992; Berry, et al., 1985;
Chen and London, 1995; Shi, et al., 1998; Harding, et al., 1999). Stres kosullar1 altinda
hiicrelerde genel mRNA translasyonu azalmaktadir, fakat ayni zamanda spesifik
olarak ATF4 ana agik okuma ¢ercevelerinin (ORF) translasyonunu da uyarilmaktadir
(Dever, et al., 1992; Harding, et al., 2000; Harding, et al., 2003; Hetz and Papa, 2018).
Stres altinda olmayan hiicrelerde elF2, ATF4 translasyonunun baglatilmasinda yer
almakta ancak bu kosullarda ATF4 mRNA’s1 {izerinde bulunan ¢oklu upstream ORF
(uORF) bolgeleri tizerinden translasyon belirli bir seviyede baskilanmaktadir. Stres
kosullar1 altinda ise global mRNA translasyonu baskilanirken kanonik olmayan bir
baslatma faktorii olan Okaryotik baslangi¢ faktorii 2D (elF2D) tarafindan ATF4
translasyonu hizlandirilmaktadir (Vasudevan, et al. 2020). ATF4, hedef genlerinin
ekspresyonu ER stres altinda hiicrenin yasam veya 6liim siirecine girmesi iizerinde
belirleyicidir. ATF4, amino asit tasiyicilarinin, metabolik enzimlerin, redoks
homeostazinda yer alan enzimlerin ve ER saperonlarinin ekspresyonunu indiikleyerek,
stresin giderilmesine ve hayatta kalmaya katkida bulunmaktadir (Harding, et al., 2003;
Novoa, et al., 2003). Bununla birlikte, ATF4 tarafindan aktive edilen transkripsiyonel
stire¢ anti-apoptotik BCL2 proteinini asag1 regiile eder ve Bcl-2 Etkilesimli Hiicre
Oliimii Aracis1 (BIM), Forbol-12-Miristat-13-Asetat-Indiikte Protein 1 (PMAIP1) ve
Bcl-2-baglayict komponent 3 (BBC3) proteinleri araciligtyla pro-apoptotik sinyali
yukar1 regiile etmektir (Hetz, 2012; Szegezdi, et al., 2006). ATF4’tin ekspresyonu
kanserlerde yukar1 dogru diizenlenmekte ve proliferasyonu, hiicre sag kalimini, ilag
direncini, migrasyonu ve metastazi destekledigi gosterilmistir (Singleton and Harris,

2012). ATF4’tin hedef genleri tablo 5.1.’de verilmistir.
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Tablo 5.1. ATF4’iin hedef genleri (Chen, et al., 2021; Chen and Zhang, 2022)

Diizenlenme
Gen v
Yonii
. o Indiiksiyon/
HSPAS (Is1 Sok Protein A Ailesi Uye 5) baskllayma
EIF4EBP1 (Okaryotik translasyon baslatma faktor 4E-baglayici protein 1) Indiiksiyon
CBL-C (Casitas B-lineage LLymphoma) Indiiksiyon
p21 (protein 21) Indiiksiyon
DUSP1(Dual Spesifite Fosfataz 1) Baskilama
GRB10 (Biiyiime Faktorii Reseptor-Baglayici Protein 10) Indiiksiyon
ATF5 (Aktive Edici Transkripsiyon Faktor 5) Indiiksiyon
ASNS (Asparajin Sentetaz) Indiiksiyon
DDIT3 (DNA Hasar indiikleyici Transkript 3) Indiiksiyon
CHAC1(Glutatyon-Spesifik Gama-Glutamilsiklotransferaz 1) Indiiksiyon
VEGF (Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii) Indiiksiyon
SLC1A4 (Soliit Tastyici Aile 1 Uye 4) Indiiksiyon
TRIB3 (Tribbles Psodokinaz 3) Indiiksiyon
PYCRI1 (Pirolin-5-Karboksilat Reduktaz 1) Indiiksiyon
SHMT?2 (Serin Hidroksimetil Transferaz 2) Indiiksiyon

ATF4’iin meme kanseri hiicre migrasyonunu kolaylastirmada, lizozom iligkili
zar glikoproteini 3 (LAMP3) ekspresyonunu uyardigi ve anoikisi inhibe etmek ve de
timor metastazin1 tesvik etmek icin hem oksijenaz 1 (HO-1) gen ekspresyonunu
dogrudan transaktive ettigi gosterilmistir (Nagelkerke, et al., 2013; Dey, et al., 2015).

TNBC, meme kanserlerinin %15-20 sini olusturmaktadir. ER, PR ve HER2 gen
kiimelerinin diisiik ekspresyonu veya negatifligi ile karakterizedir. Ortaya ¢ikisi
itibariyle genelde genc yasta goriilmektedirler. Histolojik olarak yiiksek dereceli, genel
karakteristigi ise en agresif olan alt tiptir (Bosch, et al., 2010). Kemoterapiye iyi cevap
vermekle beraber sag kalim oranlar1 yine de disiiktiir. Akcigerlere, santral sinir
sistemine ve diger viseral organlara metastazlari sik¢a goriilmekte, giiclii bir invaziv
ve metastatik karakter sergilemektedirler (Pizot, et al., 2016).

ATF4, HER2 zengin meme kanserinde oldugu gibi TNBC molekiiler alt
grubunda yiiksek diizeyde eksprese edilmektedir (Singleton and Harris, 2012; van
Geldermalsen, et al., 2016). Ayrica bir ¢alismada ATF4 asir1 ekspresyonun, TNBC
molekiiler alt gruplarinda hasta sagkalimindaki azalma ile iligkili oldugu bulunmustur.
TNBC hiicre hatlarinda ise ATF4 gen ekspresyonun inhibisyonu migrasyonun,
invazyonun, mamosfer-olusumunun, proliferasyonun ve epitelyal-mezenkimal
transizyonun azalmasina neden olurken antiapoptotik ve indiferensiyasyon

belirte¢lerinin ekspresyon seviyelerinin diismesine yol agmistir. Benzer sekilde
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ksenograft deney hayvani modelinde ATF4 gen susturmanin, kemoterapi sonrasi
metastazlari, timor bilyiimesini ve niiksii azalttigi bildirilmistir (Gonzéalez-Gonzalez,
et al., 2018).

ATF4 ve RPL41 arasindaki yakin iligskiyi gosteren bir¢ok c¢aligsma vardir. Bir
calismada immiinofloresan yontemi ile RPL41’in, ATF4’{in niikleustan bir proteazom
belirteci ile birlikte sitoplazmaya relokasyonunu indiikledigi, boylece RPL41’in hizli
ATF4 yikimina neden oldugu gosterilmistir. Ayni ¢alismada RPL41 yikimina sahip
hiicrelerde, ATF4 ekspresyonunun onemli olgiide arttigi bildirilmistir. Ayrica
RPL41’in, timdr hiicresi 6liimiinii ve hiicre siklusunun durmasini uyardigi, diistik
dozda rekombinant RPL41 uygulamasinin, bir akciger kanseri hiicre hattinda, timor
hiicrelerini DNA hasar ajani cisplatine duyarli hale getirdigi gosterilmistir (Wang, et
al., 2011). Bu sonuglar birlikte ele alindiginda RPL41’in hiicresel ATF4 seviyelerinin
dizenlenmesinde fizyolojik bir rol oynayabilecegini ve kimyasal olarak
sentezlenebilen RPL41’in kanser tedavisi i¢in bir anti-ATF4 ajani olma potansiyeline
sahip oldugunu diistindtirmektedir.

Yapilan baska bir calismada ise SRA (Sequence Read Archive) ile elde edilen
epitelyal over kanseri ve normal over 6rneklerinin RNA-seq ham verileri ¢esitli veri
tabanlarinda incelenmis ve Diferansiyel Gen Ekspresyon analizi ile, RPL41 ve ATF4
gen ekspresyonlarinin yukari regiile edildigi bildirilmistir (Siavoshi, et al., 2022). Bu
durum ATF4’iin artan ekspresyonuna karsilik RPL41°in bir cevap olabilecegini
dustindiirmektedir.

Retinopati deney hayvani modelinde rekombinant RPL41 uygulamasinin retinal
neovaskiilarizasyon (RNV) tizerindeki etkilerinin aragtirildigi bir ¢alismada, deney
grubunda ER stres sinyalinin aktive oldugu ve ATF4’{in retinopatili dokularda asir1
eksprese edildigi gosterilmistir. Deney grubunda rekombinant RPL41’in intravitreal
enjeksiyonundan sonra, RNV’nin boyutunun ve vazo-obliterasyonun énemli 6lgiide
azaldig: bildirilmistir. Western blot ve qRT-PCR analizi ile de RPL41’in intravitreal
enjeksiyonundan sonra ATF4 ve VEGF ekspresyonunun 6nemli 6l¢iide azaldigi
gosterilmistir. Ayrica timor nekroz faktor a (TNF-a), interlokin 1p (IL-1p) ve
interlokin 6 (IL-6) dahil olmak iizere enflamatuar genlerin ekspresyon seviyeleri,
enjeksiyon uygulanmayan retinopatili farelere gére dnemli Sl¢iide azalmistir (Geng, et
al., 2018). Bu sonuglar, RPL41’in 6nemli bir ER stres faktorii olan ATF4’i
parcalayarak patolojik neovaskiilarizasyonu onledigine ve anti-enflamatuar etkiler

gosterdigine dair giiclii kanitlar sunmaktadir.
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Retinoblastoma hiicre kiiltiiri modelinde rekombinant RPL41 peptit
uygulamasinin, ATF4 yikimina yol acarak Y79 ve Weri-Rbl1 hiicrelerinde apoptozu
ve hiicre dongiisliniin durmasini tesvik etmenin yani sira hiicrelerinin canliligini,
migrasyon ve invazyon yeteneklerini azalttigi bildirilmistir. Retinoblastom
numunlerinde ise RPL41 protein seviyelerinin onemli olgilide azalma egilimi
gosterdigi, ATF4 protein seviyelerinin ise artma egiliminde oldugu ayni ¢alismada
bildirilmigtir. Ek olarak retinoblastoma Y79 ve Weri-Rbl hiicrelerinde rekombinant
RPL41 uygulamasinin bir sonucu olarak ATF4 yikimina yol agtigi, RPL41’in diistik
dozda uygulanmasinin karboplatinin antitimor etkisini 6nemli 6l¢tide arttirdigi ve
RPLA41’in direngli retinoblastom hiicrelerini tekrar karboplatine duyarl hale getirdigi
bildirilmigtir (Geng, et al., 2021). Bu calismadan elde edilen sonuglar RPL41’in
potansiyel bir adjuvan olarak kanser tedavisinde 6nemini vurgulamaktadir.

Calismamizda bir diger dikkat ¢eken veri, RPL41 gen ekspresyonunun ER ve
PR negatif profile sahip molekiiler alt gruplarda (HER2 zengin ve TNBC) azalirken,
ER ve/veya PR pozitif gruplarda (Luminal A ve Luminal B) herhangi bir istatistiksel
olarak anlamli degisim gostermemesidir. Bu durum azalan RPL41 ekspresyonuna
bagli olarak artan ATF4 seviyelerinin yeniden diizenledigi global protein
ekspresyonunda, steroid reseptorlerin sentezinin azaldigimi diistindiirmektedir. Bu
dusiincemizle kismen iligkili olarak giincel bir ¢alismada TNBC ve prostat kanserinde,
bir steroid reseptor olan androjen reseptoriiniin hem gen hem de protein diizeyinde
ekspresyonunun ER stres altinda belirgin sekilde azaldigi ve bu etkinin
PERK/elF2a/ATF4 sinyal aktivasyonuna bagli oldugu bildirilmistir. Ayrica kromatin
immiinopresipitasyon-PCR ve lusiferaz reporter gen analiz sonuglari, ATF4’iin
androjen reseptor promotdr bolgelerine baglanarak gen ekspresyonunu inhibe ettigini
gostermistir (Li, et al., 2022).

Yukarida belirtilen ¢aligmalardan anlasilacag: tizere HER2 zengin ve TNBC
molekiiler alt tiplerde genel olarak bir ATF4 ekspresyon artis1 goriilmektedir. Bu
durumun ATF4 seviyelerini diizenledigi diisiiniilen RPL41’in yoklugu veya asagi
regiilasyonu ile iliskili olmasi1 dahilinde bir olgudur. Calismamizda HER2 zengin ve
TNBC gruplarinda RPL41 gen ekspresyonun azalmasini bu durum ile desteklemek
miimkiindiir. Ayrica ATF4’tin ila¢ direncinin bir belirteci olabilecegi literatiirde
tizerinde durulan bir konudur. Calisma gruplarimizda HER2 zengin ve TNBC
gruplarimi olusturan bireyler farkli doz, siire ve ila¢ kombinasyonlarinda kemoterapi

tedavisi almis bireylerdir. RPL41 ekspresyonunun ila¢ direnci ile ilgisi olabilecegi
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ATF4 ile olan iliskisi nedeniyle teorikte miimkiin olmasina ragmen ¢alismamizda yer
alan molekiiler alt gruplarda ornek sayisinin az olmasi ve gruplardaki hastalarin
tiniform olmayan bir paternde kemoterapi almis olmalari nedeniyle boyle bir durumun
varligina dair ¢ikarim yapmak giictiir ve ancak yapilacak spesifik ileri ¢aligmalarla bu
konunun aydinlatilmasi miimkiindiir. Bu konu tizerine spesifik daha ileri arastirmalar
da planlanmaktadir.

Elde ettigimiz sonuglara gore RPL10 gen ekspresyonu Luminal A, Luminal B
grubunda azalma, HER2 zengin ve TNBC grubunda ise artig egilimi gostermekle
birlikte bahsi gegen degisimler istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur. RPL10
ekspresyon seviyeleri bazi kanser tiirlerinde ¢alisma konusu olmustur. ilk olarak,
RPL10 komplementer DNA (cDNA)’st Wilms tiimoriinde (Nefroblastoma)
kesfedilmis ve onkogenez tizerinde baskilayici etkileri oldugu diistintilmiustiir (Loftus,
etal., 1997; Dowdy, et al., 1991). Sonrasinda RPL10’un, hiicre ¢cogalmasi, migrasyon
ve diferansiyasyon gibi g¢esitli hiicresel biyolojik siireclere ait sinyal iletim
yolaklarinda yer alabilecegi gosterilmistir (Oh, et al., 2002). Baska bir ¢aligmada ise
T-hiicre akut lenfoblastik 16semide RPL 10 geninin bir mutasyonu (R98S) tanimlanmis
(Girardi, et al., 2018) ve aymi ¢alisma grubu tarafindan da bu mutasyonun Janus
kinaz/Transkripsiyonun sinyal ileticileri ve aktivatorleri (JAK/STAT) sinyal yolunun
uyarilmastyla iligkili oldugu bildirilmistir (Kampen, et al., 2019). Ayrica RPL10,
atipik teratoid/rabdoid tiimoérler i¢in biyopsi ve immiinohistokimya gibi standart tani
araglarma ek olarak potansiyel bir diagnostik belirte¢ olarak tanimlanmistir (Ren, et
al., 2018). Pankreas kanserinde RPL.10'un Kompleks I aktivitesini ve sonraki siireci
etkileyerek ROS seviyesinin diizenlenmesi ile iliskili oldugu bildirilmistir (Yang, et
al., 2018). Pankreas hiicre hatlarinda ise bir kemoterapdtik ajan olan
Dimetilaminopartenolid’in (DMAPT) dogrudan RPL10’a baglanarak Niikleer Faktor
kB (NF-kB) sinyal yolagin1 baskilandig: bildirilmistir (Shi, et al., 2017). Bahsi gecen
calismalarda elde edilen sonuglar ¢alismamizdaki sonuglarla ¢eligkilidir.

Ancak prognoz ag¢isindan baktigimizda ¢alismamizda RPL10 gen ekspresyonu
hasta gruplarinin prognozu kétiilestik¢e artis gostermistir (Sekil 5.1.). Ayrica RPL10
gen ekspresyonunun prognozun belirteglerinden biri olan Ki67 proliferasyon indeksi
ile istatistik olarak anlamli zay1if korelasyon (p<0.05; r: 0.276) gosterdigi bulunmustur.
Elde ettigimiz sonuglar literatiirdeki baz1 ¢aligmalarla uyumludur. Prostat kanserinde
erken evrede RPL10 seviyelerinin diisiik, ge¢ evrede ise yiiksek diizeyde oldugunu

bildirilmis ve RPL10 diizeyleri ile tiimoér prognozunun baglantili olabilecegini 6ne
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stirtilmiistiir (Altinok, vd., 2006). Insan epitelyal over kanserinde ise RPL10 seviyeleri
saglikli over dokularina gore daha yiiksek diizeyde bulunmustur. RPL10’un diisiik
ekspresyon diizeyinde apopitozu arttirdig, hiicre canliligini, migrasyonu ve invazyonu
ise azalttigi bulunmustur. Buna karsilik asir1 eksprese edildiginde ise apoptozu
azaltirken hiicre canliligini, migrasyonu ve invazyonu arttirdigi bildirilmistir (Shi, vd.,

2018).
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Sekil 5.1. Tiim ¢alisma gruplarinda RPL.10 gen ekspresyon grafigi

RPL10 genindeki baz1 mutasyonlarin onkogenez siireci ile iligkili olabilecegine
dair ¢aligmalar da bulunmaktadir. T-hiicre akut lenfoblastik 16semide bir mutasyonu
(R98S) kesfedilmis bu mutasyonun (JAK/STAT) sinyal yolunun uyarilmasi ile iliskili
bulunmustur (Girardi, et al., 2018; Kampen, et al., 2019). Multiple myeloma’da ise
bazi RPL10 mutasyonlarinin yer alabilecegi gosterilmistir (Hofman, et al., 2017).
Gelecek c¢aligmalarda meme kanseri molekiiler alt gruplarinda RPL10 gen
mutasyonlarinin incelenmesinin meme kanserinin tani ve tedavi siirecinde daha

aydinlatici olacagini diigiinmekteyiz.

56



6. SONUC

Meme kanseri Luminal A molekiiler alt grubunda (n=14) RPL10 ve RPL41 gen
ekspresyon seviyelerinde kontrol grubuna (n=14) gore anlamli bir fark gortilmemistir.

Meme kanseri Luminal B molekiiler alt grubunda (n=15) RPL10 ve RPL41 gen
ekspresyon seviyelerinde kontrol grubuna (n=14) gore anlamli bir fark gortilmemistir.

Meme kanseri HER2 zengin molekiiler alt grubunda (n=13) RPL10 gen
ekspresyon seviyelerinde kontrol grubuna (n=14) gore anlamli bir fark gortilmemistir.

Meme kanseri HER2 zengin molekiiler alt grubunda (n=13) RPL41 gen
ekspresyon seviyelerinde kontrol grubuna (n=14) goére anlamli bir asagi yonlii
regiilasyon gorilmiistiir.

Meme kanseri TNBC molekiiler alt grubunda (n=12) RPL10 gen ekspresyon
seviyelerinde kontrol grubuna (n=14) gére anlamli bir fark goriilmemistir.

Meme kanseri TNBC molekiiler alt grubunda (n=12) RPL41 gen ekspresyon
seviyelerinde kontrol grubuna (n=14) gore anlamli bir asagi yonli regiilasyon
gortilmiistiir.

Meme kanseri (n=54) ve saglikli kontroller (n=14) kiyaslandiginda RPL41 gen
ekspresyon seviyelerinde asag1 yonlii bir regiilasyon goriilmiistiir.

Yapilan ROC analizinde meme kanseri (n=54) ve saglikli kontroller (n=14)
kiyaslandiginda RPL41 gen ekspresyon diizeyinin 0.86 katin altinda (p=0.02) olmasi

bu parametrenin meme kanserinin teshisinde kullanilabilecegini gostermektedir.
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